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Capitolo 1 Introduzione 
 
Le piante medicinali occupano, ancora oggi,  un posto fondamentale tra i rimedi di 
origine naturale; molti farmaci contengono molecole di natura vegetale e molti 
principi attivi di sintesi sono modellati sulla struttura di ben note molecole vegetali. 
Negli ultimi venti anni la chimica delle sostanze naturali è stata oggetto di unintensa 
attività di ricerca; sebbene la maggior parte dei farmaci di ultima generazione sul 
mercato sia di origine sintetica, le sostanze naturali ed in particolare i metaboliti 
secondari di origine vegetale, isolati e caratterizzati da un grande e vario numero di 
specie, hanno un ruolo fondamentale nella ricerca e nello sviluppo di nuovi farmaci. 
I principi attivi di origine vegetale possono essere impiegati direttamente come 
farmaci oppure come precursori per emisintesi chemiofarmaceutiche o, infine, servire 
come modelli per lo sviluppo di nuove specialità medicinali. Un notevole numero di 
farmaci oggi sul mercato è di origine naturale (circa il 22-25%) o deriva da molecole 
di origine vegetale coinvolte in processi di emisintesi; basti pensare, a titolo di 
esempio, ad alcune molecole ad attività antitumorale come il paclitaxel, lacido 
betulinico, il resveratrolo e gli alcaloidi della vinca, allattività lassativa, purgante e 
colagoga dei glicosidi antrachinonici quali reina, aloina, crisofanelina e 
glucofrangulina, isolati dal rizoma di alcune specie di rabarbaro e allattività 
analgesico-ipnotica di alcaloidi come la morfina, papaverina, noscapina e antitussiva 
della codeina estratti dal Papaverum somniferum. È per questo che gli studi 
fitochimici rappresentano un campo in continua evoluzione ed in continuo progresso, 
grazie soprattutto a nuove tecniche che hanno permesso di raggiungere con maggiore 
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facilità e in minor tempo gli scopi desiderati; di pari passo anche gli studi di botanica, 
di etnobotanica, di farmacologia e di medicina hanno subito un incremento e ad oggi 
grazie a questa interdisciplinarietà è possibile avere molte più informazioni sulle 
piante medicinali e sul loro impiego razionale in campo medico. 
Tra i metaboliti secondari delle piante, ovvero i prodotti del metabolismo che non 
sono essenziali per la semplice crescita, sviluppo o riproduzione della pianta, quali 
mucillagini, gomme, glicosidi, tannini, alcaloidi, saponine, antrachinoni, flavonoidi, 
oli essenziali ed altri ancora, sono da ricercarsi i principi farmacologicamente attivi. 
Nella maggior parte dei casi non è ancora chiaro il ruolo che questi metaboliti 
secondari svolgano nelle piante e quali siano i processi biochimici alla base della loro 
formazione. Generalmente la funzione, o l'importanza, di questi prodotti per lo 
sviluppo dellorganismo è normalmente di natura ecologica, in quanto sono usati o 
come meccanismi di difesa contro predatori (erbivori, patogeni etc), o per la 
competizione interspecifica o per facilitare i processi riproduttivi. Una disciplina che 
ha preso maggior piede negli ultimi anni è rappresentata dalla chimica sistematica o 
chemiotassonomia, disciplina che si occupa dello studio delle somiglianze o 
differenze dei metaboliti secondari delle piante ovvero della loro distribuzione nel 
regno vegetale. Il principio alla base di questa particolare disciplina è che è più 
probabile trovare metaboliti secondari simili in piante tassonomicamente vicine, 
piuttosto che in piante appartenenti a famiglie molto distanti. In merito a questo, nella 
seconda sezione di questa tesi di dottorato, è stato affrontato il problema tassonomico 
di un genere appartenente alla famiglia delle Asteraceae: il genere Centaurea, genere 
tassonomicamente complesso ed articolato, e che a causa della grande diversità 
morfologia, cariologica e palinologica risulta difficilmente circoscrivibile. 
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Gli altri argomenti che sono stati trattati durante il corso di dottorato, svolto presso i 
laboratori del Dipartimento di Chimica Bioorganica e Biofarmacia dellUniversità di 
Pisa ed in parte presso lIstituto per i Processi Chimico-Fisici, IPCF, Area di Ricerca 
del CNR di Pisa, sostanzialmente possono essere suddivisi in due sezioni; nella prima 
sezione è stato affrontato lo studio fitochimico e quindi lisolamento e la 
caratterizzazione di metaboliti secondari provenienti da una pianta appartenente alla 
flora turca, vista la collaborazione del nostro gruppo di ricerca con il Dipartimento di 
Biologia dellUniversità di Selcuk, Konya. I prodotti più interessanti sono stati poi 
saggiati sia per testarne le proprietà allelopatiche sia per evidenziarne le eventuali 
proprietà antitumorali, vista lappartenenza di molti alla classe dei lattoni 
sesquiterpenici, strutture chimiche di cui è nota la probabile attività antineoplastica. 
Nella seconda sezione denominata i volatili, in quanto comprendente studi che 
come comune denominatore vedono lanalisi di composti volatili isolati da materiale 
vegetale, come già accennato, è stato affrontato il problema chemiotassonomico del 
genere Centaurea, proponendo una via di classificazione che sembra trovar accordo 
con le recenti proposte di alcuni botanici; è stata inoltre studiata la composizione 
chimica dellolio essenziale di Laurus nobilis ottenuto per via classica e con nuovo 
metodo microonde-dipendente, sottolineando i vantaggi che tale metodo apporta alla 
distillazione classica, ed infine sono stati analizzati con la tecnica SPME i volatili 
emessi in vivo da diversi organi e singole parti di Citrus limon, oltre allo studio della 





Capitolo 2 Materiali e Metodi 
2.1 Tecniche cromatografiche 
2.1.1 TLC 
Le TLC (Thin Layer Chromatography) sono state eseguite su lastre di gel di silice 60 
F254 (Merck) di 0.25 mm di spessore, supportate su vetro o su alluminio e su lastre in 
fase inversa di silice derivatizzata RP18 F254  (Merck). La rivelazione delle macchie 
si è avvalsa sia della luce UV a 254 e 366 nm, sia dei seguenti reattivi spray: 
 
 NTS/PEG: utilizzato comunemente per composti fenolici così come per 
flavonoidi o cumarine. Esso è una miscela di due soluzioni: 
1. Reattivo Naturstoffe  (NTS) = estere -etilamminico dellacido 
difenilborico in soluzione metanolica all1%. 
2. Polietilen glicol 4000 (PEG) in soluzione etanolica al 5%. 
 Ce2SO4/H2SO4: è un reattivo piuttosto generale usato per rivelare tutti i 
composti presenti nella miscela, esso può comunque fornire informazioni 
specifiche, per esempio per i composti triterpenoidici conferisce una  
peculiare colorazione violetta alle macchie. Esso non è altro che una 
soluzione satura di cerio solfati in acido solforico al 65%. Il riscaldamento a 
120 °C per 15 minuti permette poi di evidenziare le macchie sulla lastra.  
Come eluenti per lanalisi delle TLC, sono stati usati principalmente: 
 CHCl3-MeOH-H2O (40:9:1) per miscele apolari  
 n-BuOH-AcOH-H2O (60:15:25) per miscele polari. 
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2.1.2 Colonne cromatografiche 
2.1.2.1 Gel filtrazione 
Per la cromatografia ad esclusione molecolare è stato impiegato come supporto gel di 
Sephadex LH20 (25-100 m, Pharmacia Fine Chemicals), utilizzando colonne di 
100 cm x 3 cm per 2-4 g di estratto, e 100 cm x 5 cm, per 5-10 g di materiale 
vegetale. Leluente principalmente utilizzato è stato il metanolo, il cui flusso è stato 
mantenuto costante (0.8 mL/min) per mezzo di una pompa peristaltica Pharmacia 
Fine Chemicals P1. 
2.1.2.2 Flash cromatografia 
Per la cromatografia flash è stato utilizzato gel di silice 60 (230-410 m, Merck), 
eluendo con CHCl3 contenente diverse percentuali di MeOH. La cromatografia flash 
in fase inversa (RP) è stata effettuata con gel di silice 60 RP-18 (40-63 m, Merck) 
usando MeOH contenente quantità crescenti di H2O. Per ottenere un flusso di 20 
ml/min. si è reso necessario lutilizzo di aria compressa. Le dimensioni delle colonne 








10 160 40-100 
20 160 160-400 
30 160 400-900 
40 160 800-1600 
50 160 1000-2500 
 





Droplet Counter-Current Chromatography (DCCC) tale metodica è stata effettuata su 
un apparecchio Büchi equipaggiato con 300 tubi (Ø 2.7 mm and 700 mL), ed eluendo 
con miscele di solventi accuratamente selezionate sulla base della esatta 
composizione chimica del campione da analizzare. 
2.1.2.4 HPLC 
Le separazioni in HPLC (High Performance Liquid Chromatography) in fase inversa 
sono state effettuate con un apparecchio Shimadzu LC-8A equipaggiato con un 
sistema di pompaggio, un rivelatore ad indice di rifrazione Waters R401 e un iniettore 
Shimadzu, usando una colonna C18 -Bondapak (30 cm x 7.8 mm) e una fase mobile 
costituita da una miscela MeOH-H2O, eluendo ad un flusso di 2.0-2.5 mL/min.  
2.1.2.5 Estrazione in fase solida (SPE) 
Tale tecnica è stata effettuata utilizzando cartucce Varian Bond Elut con riempimento 
in fase inversa SiO2 RP-18. Le dimensioni delle colonne, in rapporto alla quantità di 









Fig. 2.1 Dimensioni delle colonne ed i volumi di eluizione in relazione alla quantità di campione caricato 
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2.1.3 Gas cromatografia 
Le analisi GC sono state effettuate con uno strumento HP 5890 Series II Plus 
equipaggiato con due colonne capillari HP-Wax e HP-5MS (30 m x 0.25 mm; 
spessore del film di fase stazionaria 0.25 m), usando le seguenti condizioni 
analitiche:  
-temperatura iniettore e detector: 250°C;  
-programma di temperatura del forno da 60°C (10 min) a 220°C a 5°C/min; 
-gas di trasporto: N2 a 2 ml/min;  
-detector FID;  
-rapporto di split: 1:30;  
-volume di iniezione: 0.5 l di una soluzione in esano al 5%.  
Lidentificazione dei componenti dei campioni di oli essenziali è stata effettuata su 
entrambe le colonne, confrontando i tempi di ritenzione dei singoli componenti con 
quelli di campioni puri autentici e dei loro indici di ritenzione relativi alla serie di 
n-alcani. 
2.1.3.1 Gas cromatografia-spettrometria di massa 
Le analisi GC-MS sono state effettuate con un gascromatografo VARIAN 3800, 
equipaggiato con una colonna capillare HP-5MS (30 m x 0.25 mm; spessore del film 
di fase stazionaria 0.25 m) ed un detector di massa a trappola ionica VARIAN 
Saturn 2000. Le condizioni analitiche utilizzate sono state le seguenti:  
-temperatura iniettore: 220°C;  
-programma di temperatura del forno da 60°C (10 min) a 220 °C a 3 °C/min;  




Lidentificazione dei componenti degli oli essenziali è avvenuta mediante analisi 
computerizzata degli spettri di massa, dei tempi di ritenzione ed indici di ritenzione, 
confrontati con i dati presenti sia nella libreria elaborata dal nostro gruppo di ricerca 
attraverso campioni di riferimento ed oli essenziali noti, sia nelle librerie di spettri di 
massa ADAMS e NIST. Inoltre i pesi molecolari di tutte le sostanze identificate sono 
stati confermati dalla GC-CIMS, utilizzando metanolo come gas ionizzante (CI). Tutti 
i dati ottenuti sono stati inoltre confrontati anche con letteratura specifica (Stenhagen 
E. et al 1974; Massada Y. et al 1976; Jennings W. e Shibamoto T. 1980; Davies N.W. 
et al 1990; Adams R.P. 1995; Swigar A.A. e Silverstein R.M. 1981). 
Calcolo degli Indici Kovats: 
Lidentificazione dei costituenti è stata basata sul confronto degli indici di Kovats e 
degli spettri di massa con quelli riportati in letteratura. Il tempo di ritenzione di un 
analita in gascromatografia varia con le condizioni analitiche (temperatura e flusso) 
ed è quasi impossibile mantenere condizioni costanti durante lintero esperimento. 
Quindi non è sempre possibile riprodurre il tempo di ritenzione per un analita. La 
riproducibilità dei tempi di ritenzione è diventata sempre più importante con lavvento 
delle colonne capillari ad alta risoluzione, che richiedono un range di differenza nei 
tempi di ritenzione significativamente più piccolo per la separazione dei componenti. 
Per evitare luso di fattori di correzione complicati, il tempo di ritenzione di un analita 
viene misurato relativamente ad una sostanza di riferimento analizzata sulla stessa 
colonna e nelle stesse condizioni. I tempi di ritenzione pubblicati sono ora abbastanza 
accurati per essere usati per lanalisi qualitativa. Lanalita di riferimento può essere un 
componente noto della miscela o può essere aggiunto alla miscela prima dellanalisi. 
Il sistema scelto per il calcolo degli indici di ritenzione nelle analisi GC di questa tesi 
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sperimentale è quello di Kovats, il quale utilizzò per la prima volta quali analiti di 
riferimento una serie omologa di idrocarburi costituita da paraffine a catena lineare 
(da C16 a C28) (Kovats, 1958). Il tempo di ritenzione di un composto incognito viene 
riportato relativamente a quello di tali idrocarburi, utilizzando una scala logaritmica. 
Per definizione ad ogni idrocarburo è assegnato un indice pari a 100 volte il numero 
dei suoi atomi di carbonio; per esempio un idrocarburo con 18 atomi di carbonio ha 
un indice pari a 1800. Lindice di ritenzione I di un composto può essere così definito: 
 













dove tR(N) e tR(N+n) sono i tempi di ritenzione convenzionali di due idrocarburi a 
catena lineare con un numero di atomi di carbonio pari a N e (N+n), che sono 








2.2 Tecniche chimico-fisiche 
2.2.1 Punto di fusione 
Sono stati determinati al microscopio riscaldante secondo Kofler. 
 
2.2.2 Spettri UV 
Gli spettri ultravioletti sono stati ottenuti e registrati in metanolo con uno 
spettrofotometro Perkin Elmer Lambda 11. 
 
2.2.3 Spettri di massa 
Le analisi MS e MSn (modo positivo e negativo) sono state effettuate utilizzando uno 
spettrometro LC-Q Advantage Termoquest equipaggiato con un analizzatore a  
trappola ionica (San Jose, CA, USA) e con il software Xcalibur. Tutte le molecole 
analizzate sono state solubilizzate in MeOH e successivamente diluiti a 10-20 ìg/mL. 
I campioni sono stati iniettati nello spettrofotometro ad un flusso di 5 ìL/min usando 
una syringe pump esterna.  
 
2.2.4 Risonanza magnetica nucleare NMR  
Gli spettri 1H e 13C NMR sono stati registrati con uno strumento Bruker AC 200 
operante in trasformata di Fourier ed equipaggiato con un magnete a superconduzione 
da 4.7 Tesla, ed un sintetizzatore di radiofrequenza da 200.13 MHz per il protone e da 
50.33MHz per il carbonio. Gli spettri monoe bidimensionali sono stati misurati in 
CD3OD, DMSOd6, e CDCl3. I chemical shifts sono riportati in  (ppm) rispetto al 
TMS (0 ) impiegato come standard interno nel caso del CDCl3, oppure utilizzando il 
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segnale del solvente (2.49  per il DMSOd6 e 3.31  per il CD3OD); le costanti 
daccoppiamento (J) sono misurate in Hertz. Per gli spettri 13CNMR è stato sempre 
usato come riferimento il segnale del solvente, rispettivamente a 77.0 , 39.5 e 49.0 
. Gli esperimenti DEPT, COSY90, NOESY, ed HETCOR diretto, sono stati 
eseguiti utilizzando il software di microprogrammi commerciali Bruker forniti a 
corredo dello strumento. Gli esperimenti DEPT sono stati eseguiti utilizzando 
trasferimenti di polarizzazione per mezzo di impulsi a 90 per ottenere solo i gruppi 
CH e a 135 per ottenere segnali positivi per i gruppi CH e CH3 e negativi per i gruppi 
CH2. I delays per il trasferimento di polarizzazione sono stati calibrati su una costante 
di accoppiamento media CH di 130 Hz. Gli esperimenti COSY90 sono stati 
acquisiti impiegando una matrice di 1K  1K ed eseguendo uno zerofilling in f1. 
Anche nel caso degli eperimenti NOESY è stata utilizzata una matrice di dimensioni 
analoghe, oltre ad un delay D1 (relaxation delay) di 3 secondi e ad un delay D9 
(mixing time) di 500 millisecondi fatto variare in maniera casuale di   20% per 
eliminare i cross peaks dovuti ad accoppiamenti scalari. 
Per gli esperimenti di HETCOR diretto è stata impiegata invece una matrice di 2K  
2K, eseguendo anche in questo caso uno zerofilling in f1. Nel caso degli esperimenti 
COLOC gli accoppiamenti eteronucleari long-range a 3 e 4 legami sono stati 
evidenziati in condizioni analoghe a quelle descritte nel caso dellHETCOR, 





2.3 Tecniche estrattive 
2.3.1 Apparecchiatura Soxhlet 
E stato utilizzato un apparecchio Soxhlet in vetro convenzionale con camera di 
estrazione avente diametro d=10 cm ed altezza h=30 cm, corredato da un pallone 
della capacità di 5 l. 
2.3.2 Distillazione in corrente di vapore 
La distillazione degli oli essenziali è stata effettuata con apparecchio Clevenger 














Fig. 2.2 Apparecchio Clevenger usato per la distillazione in corrente di vapore. 
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2.3.3 Distillazione con lausilio della sonda a  microonde 
La distillazione che prevede lausilio delle microonde è stata effettuata utilizzando un 
pallone in vetro da 1000 ml (F) munito di due giunture coniche (CJ). Allinterno del 
pallone è stata introdotta una barretta magnetica (SB) ed una sonda per la misurazione 
della temperatura interna del pallone. 
Al pallone è stato poi connesso un distillatore Clevenger (CR) provvisto di un 
rubinetto (S) e di un refrigerante che in condizioni di riflusso provvede alla 
condensazione dellolio essenziale (EO). Da una delle due aperture del pallone viene 
introdotta unantenna semirigida a dipolo coassiale con diametro esterno di 6.3 mm 
(GS), lantenna è collegata con una sorgente a microonde (MS) usando un cavo 
flessibile coassiale (FC) e un connettore di tipo N (C). La sorgente (MS) è costituita 
da un magnetron Richardson mod. PM740 (Richardson Electronics, La Fox IL, USA), 
raffreddato ad aria, che emette ad una frequenza di 2450 MHz, che prevede unuscita 
CW la cui potenza è compresa tra 160 W e 1.6 KW (Fig. 2.3). Lavorando ad regime 
pulsato è possibile selezionare la potenza di uscita con un picco massimo di 8 KW. La 
potenza delle microonde (MR) è emessa dal terminale dellantenna, la cui sezione è 
lunga circa 40 mm. 
Durante le operazioni, lintensità del campo di microonde disperse nello spazio 
intorno al pallone è stata monitorata con un tester (Robin Electronics Limited, 
Norwich. UK, model TX90) con unaccuratezza di densità di potenza di ±1dB. Per 
eliminare le radiazioni disperse allesterno, il pallone è stato coperto con una rete di 
alluminio (non mostrata in figura), questa semplice procedura permette di lavorare in 




La temperatura è stata misurata utilizzando una termocoppia schermata di tipo K o un 
sensore di temperatura a fibre ottiche (System Model 3100, Luxtron Corporation, 
Santa Clara, CA, USA) introdotto in un apposita fessura (TW) riempita con olio di 
silicone per rilevare in modo più preciso la temperatura. Il sensore di temperatura a 
fibra ottica non è influenzato dal campo delle microonde. Lenergia elettrica 














Fig. 2.3 Apparecchio sperimentale per la distillazione di olio essenziale. 
 
C: connettore coassiale; CJ: giuntura conica; CR: refrigerante Clevenger; F: pallone in vetro da 1000 ml; 
FC: cavo coassiale flessibile; GS: protezione in vetro; EO: olio essenziale;  MA: antenna a microonde 
coassiale; MR: radiazioni a microonde; MS: sorgente di microonde; S: rubinetto; SB: barretta magnetica; 




Lanalisi SPME (Solid Phase Micro Extraction) è stata condotta con un dispositivo 
munito di fibra in polidimetilsilossano (SUPELCO, PDMS, 100 m) utilizzata per 
campionare (15 min) la frazione volatile in equilibrio con un campione di materiale 
vegetale fresco, chiuso ermeticamente in un recipiente in vetro, e lasciato equilibrare 
per 20 min (Fig. 2.4). Alla fine del tempo di campionamento, la frazione adsorbita è 




















2.4 Linee cellulari 
Nel modello sperimentale sono state utilizzate due linee cellulari tumorali umane, una 
di adenocarcinoma pancreatico, MIA PaCa-2 e laltra di adenocarcinoma del colon, 
COLO320 DM (American Type Culture Collection, Rockville, MA, USA). Entrambe 
le linee cellulari crescono adese alla superficie della fiasca assumendo un aspetto 
























 MIA PaCa-2 
 
Fig. 2.5b Fotomicrografia delle cellule tumorali umane MIA PaCa-2. 
 
Le cellule di adenocarcinoma pancreatico sono state mantenute in coltura nel terreno 
costituito dal mezzo base Dulbeccos modified Medium (DMEM) (Euroclone, 
Milano) ad alta percentuale di glucosio in presenza dellaminoacido L-glutamina (2 
mM) con il 10% di siero fetale bovino (fetal bovine serum, FBS) (Euroclone, 
Milano), il 2,5% di siero di cavallo (horse serum, HS) (Sigma-Aldrich, Milano) e 
l1% della miscela 1:1 degli antibiotici penicillina (50 UI/ml)  e streptomicina (50 
g/ml) (Euroclone, Milano). 
La linea tumorale di colon è stata mantenuta in coltura con mezzo base RPMI-1640, 
in presenza di L-glutamina 2mM con il 10% di siero fetale bovino, 50 IU/ml 
penicillina e 50 ìg/ml streptomicina (Sigma-Aldrich, Milano). Entrambe le linee 




2.4.1 Scongelamento della linea cellulare 
Questa procedura è necessaria per riportare le cellule in uno stato metabolico attivo 
dopo che sono state conservate congelate in azoto liquido, per un certo periodo di 
tempo. In particolare, il criotubo contenente le cellule viene posto in bagnomaria a 37 
°C ed agitato con moto rotatorio continuo; il contenuto del criotubo viene aspirato ed 
introdotto in una provetta sterile da 15 mL. Successivamente si aggiungono goccia a 
goccia 5-6 mL di mezzo di coltura estemporaneo, preventivamente stemperato per 10-
15 minuti a 37 °C; il pellet cellulare viene poi delicatamente risospeso nel mezzo di 
coltura e lasciato a temperatura ambiente per qualche minuto in modo che le cellule si 
equilibrino con il mezzo stesso. Le cellule vengono successivamente sedimentate a 
800 g per 5 minuti a temperatura ambiente, il sovranatante eliminato ed il pellet 
risospeso delicatamente in 3-4 mL di mezzo. La sospensione cellulare viene poi 
trasferita in una fiasca per coltura in presenza di 10-12 mL di mezzo e posta 
nellincubatore. 
 
2.4.2 Mantenimento in coltura e crescita cellulare 
Le linee tumorali sono mantenute in crescita esponenziale in fiasche per colture 
cellulari T75 (Sarstedt, Verona) in unatmosfera controllata al 5% di CO2 e 95% di 
aria a 37 °C. Le cellule sono controllate quotidianamente; il mezzo di coltura 
consumato, che si è arricchito di sostanze di scarto del metabolismo cellulare 
portando al viraggio dellindicatore acido-base dal rosso intenso al giallo, viene 
regolarmente sostituito con mezzo fresco. Quando le cellule raggiungono il 75-80% di 
confluenza, in assenza di inibizione da contatto, potrebbe svilupparsi una crescita 
multistrato che deve essere evitata. A tale riguardo, tutto il mezzo di coltura è aspirato 
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dalla fiasca e dopo aver eseguito un lavaggio con 5-6 mL di tampone fosfato (Sigma-
Aldrich, Milano), si aggiunge circa 0,5 mL di tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich, 
Milano) per staccare le cellule dalla superficie di crescita lasciando la fiasca 
nellincubatore per qualche minuto. Dopo aver verificato al microscopio che le cellule 
si siano staccate, si aggiungono 5-6 mL di mezzo di coltura, la sospensione cellulare è 
trasferita in una provetta da 15 mL e posta in centrifuga a 800 g per 5 minuti a 
temperatura ambiente. Il sovranatante viene poi decantato e le cellule possono essere 
utilizzate per gli esperimenti, seminate nuovamente nella stessa fiasca per il 
mantenimento in coltura, oppure congelate. 
 
2.4.3 Congelamento cellulare 
Questo passaggio serve per conservare le cellule per un lungo periodo di tempo in uno 
stato di latenza. La procedura consiste innanzitutto nel preparare il liquido di 
congelamento che è costituito da mezzo base, FBS e DMSO con le seguenti 
percentuali : 
- mezzo base  72.5 % 
- FBS   20.0 % 
- DMSO   7.5 %  
 
Il mezzo base può essere un qualunque mezzo di crescita per le diverse linee cellulari, 
in quanto rappresenta un ambiente sierologico in cui le cellule sono quiescenti. Inoltre 
sembra che le proteine abbiano unazione stabilizzante sulla membrana, protettiva 




Per ultimo va aggiunto DMSO perché agisce da criopreservante avendo la funzione di 
ridurre la dimensione dei cristalli di ghiaccio che si formano all interno delle cellule. 
In genere si preparano 10 mL di mezzo di congelamento da aliquotare in cinque 
criotubi da 1.8 mL che verranno conservati a + 4 °C per non più di un mese. La 
procedura per il congelamento consiste in: 
 
 Staccare le cellule dalla fiasca e recuperarle in una provetta da 15 mL. 
 Centrifugare la provetta a 800 g per 5 minuti a temperatura ambiente. 
 Decantare e decidere in base alla grandezza del pellet se fare uno o più 
criotubi. 
 Prendere il mezzo di congelamento dal criotubo e metterlo nel tubo 
contenete il pellet cellulare. 
 Pipettare molto delicatamente in modo da risospendere il pellet cellulare 
 Aspirare il contenuto del tubo e metterlo nel criotubo.  
 Alloggiare il criotubo nell apposito contenitore di polistirolo e lasciarlo nel 
congelatore a   70 °C per circa 12-24 ore. 




2.4.4 Analisi della vitalità cellulare 
La vitalità cellulare è stata valutata mediante un saggio colorimetrico (Cell 
Proliferation Reagent WST-1; Roche) basato sulla biotrasformazione del reagente 
WST-1 (un sale di tetrazolio) di colorazione rosso pallido ad opera dellattività 
enzimatica mitocondriale, in un sale di formazano, anchesso solubile nel mezzo di 
coltura, di colorazione rosso intenso (Fig. 2.6).  
 
 
 Sale di tetrazolio (WST-1) Sale di formazano 
 (rosso pallido) (rosso intenso) 
 
 
Fig. 2.6 Bioconversione del substrato WST-1 (sale di tetrazolio) in sale di formazano solubile. 
 
In particolare, circa 2.000 cellule per pozzetto sono state seminate in una piastra da 96 
pozzetti e, dopo 24 ore (tempo necessario per permettere alle cellule di aderire sulla 
superficie della piastra), il mezzo di coltura con cui erano state seminate è stato 
sostituito con 100 L di mezzo fresco contenente gli estratti della Centaura deflexa e 




in un range di concentrazione tra 10 e 1000 g/mL; mentre i composti puri, tra 1 e 
100 M per un tempo di esposizione di 24, 48 e 72 ore; ogni condizione sperimentale 
è stata analizzata almeno in triplicato. Al termine del tempo di esposizione saggiato, 
sono stati aggiunti in ogni pozzetto, 10 L di substrato (WST-1) e dopo 60 minuti di 
incubazione a 37 °C a riparo dalla luce, è stata misurata lassorbanza legata al sale di 
formazano che si era formato, con uno spettrofluorimetro (Wallac III, USA) alla 
lunghezza donda di 450 nm. Il bianco era costituito da pozzetti contenenti soltanto 
100 L di mezzo di coltura, gli estratti o le molecole saggiate ed il substrato in 
assenza di cellule; lassorbanza ottenuta dal bianco è stata poi sottratta a quella 
misurata negli altri pozzetti ed i valori sono stati espressi come medie ± errore 
standard. 
 
2.4.5  Analisi della frammentazione del DNA 
Nello studio farmacologico della Centaurea deflexa abbiamo valutato un parametro 
strettamente correlato al processo di morte cellulare programmata, la frammentazione 
internucleosomica del DNA. In particolare, le due linee cellulari sono state trattate 
con il composto risultato più attivo come agente citotossico, laguerin B, alla 
concentrazione di 10 M per 24 ore di esposizione. Lapoptosi è stata quindi valutata 
utilizzando un saggio immunoenzimatico basato sul riconoscimento di mono- e 
oligonucleosomi rilasciati nel citoplasma, mediante un anticorpo monoclonale di topo 






Capitolo 3 Centaurea deflexa 
3.1 Il genere Centaurea 
Il genere Centaurea (Asteraceae) è rappresentato da piante erbacee annuali o perenni 
che in alcuni casi possono essere spinose (es. Centaurea horrida). 
Le foglie sono alterne e solitamente divise; i fiori sono presenti in capolini in numero 
variabile da pianta a pianta. Sono presenti anche squame con appendici membranose, 
spinose oppure a pettine e ricettacolo con pagliette o setole. 
I fiori periferici sono sterili e più o meno bilobati mentre quelli centrali sono 
ermafroditi e tubulosi; il pappo è caratterizzato da setole semplici ed in serie, con 
quelle esterne maggiori di quelle interne; le antere sono caudate; gli stimmi sono 
glabri con un ciuffo di peli allapice dello stilo; i frutti sono di solito glabri con 

















3.1.1 Posizione sistematica, descrizione botanica e distribuzione geografica di 
Centaurea deflexa  
Phylum:                  Spermatophyta 
Classe:                    Dycotyledones 
Ordine:                   Campanulales 
Famiglia:                Asteraceae 
Tribù:                     Cardueae 
Sottotribù:              Centaureinae 
Sezione:                 Cheirolepis 
Genere:                  Centaurea 
Specie:                   deflexa 
 
La Turchia, in particolare nel Sud-ovest e nellEst, è uno dei paesi che presenta la 
maggior diversità di piante appartenenti a questo genere (Wagenitz, 1986), infatti 
nella flora della Turchia si distinguono più di 172 specie anche se alcune di queste 
sono probabilmente annoverate erroneamente nel genere Centaurea. 
Da un punto di vista tassonomico Centaurea è un genere che necessita ancora di molti 
studi; il problema di una ragionevole e naturale suddivisione di questo vasto genere 
rimane ancora non risolto. Nellambito di tale genere abbiamo preso in esame la 
specie Centaurea deflexa, una specie endemica nel sud Anatolia (Turchia), fino ad 
oggi non ancora studiata (Fig. 3.1).  
 









 Si tratta di una pianta perenne con rizoma legnoso e steli che raggiungono dimensioni 
comprese tra 5 e 30 cm, semplici o con pochi e corti rami, foglie basali lanceolate, 
intere, dentate, foglie mediane e superiori, lanceolate, sessili, fiori gialli, acheni di 
5-5.5 mm e pappo piumoso di 16-20 mm. 
La pianta è stata raccolta a 25 km da Taºkent di Ermenek nel distretto di Konya ad 
unaltitudine di 1600 m nel Luglio 2000. 
Questa pianta cresce su terreni ricchi di argilla in un clima semi-arido Mediterraneo 
con precipitazioni annue che si aggirano sui 500 mm/anno. 
Questa Centaurea è conosciuta con il nome inglese Knapweed (Erba di montagna) o 
Cornflower (Fiore del grano). In Turchia è invece nota come Peygamber çiçeºi o 
Sariba. 
 
3.2 Precedenti studi fitochimici 
Il genere Centaurea è oggetto di numerosi studi a causa della sua complessa 
composizione chimica e delle proprietà terapeutiche. 
 
3.2.1 Composizione chimica 
I costituenti maggiori della sottotribù delle Centaurineae, famiglia delle Asteraceae 
sono i lattoni sesquiterpenici ed i flavonoidi; studi più recenti hanno evidenziato la 







 Nella tabella 3.1 sono stati raggruppati i flavonoidi che si ritrovano nella specie 
Centaurea .Tra quelli più abbondanti troviamo i flavoni mono,di e trimetilati. 
Sono presenti anche forme glicosidiche con alcuni sostituenti comuni: glucosio, 
rutinosio oppure derivati dellacido glucuronico o galatturonico in posizione 3 o 7 
(Kaij-a-Kamb et al., 1992). 
Nome della 
sostanza 
Struttura chimica  Specie Centaurea 
 Acetina  5,7-diidrossi-4-metossiflavone Centaurea pallescens Del. 
 Apigenina 45,7-triidrossiflavone C. aspera var stenophylla 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea cyanus L. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea alexandrina Del. 
Centaurea glomerata Vahl. 
Centaurea urvillei Step.Wag. 
Centaurea virgata Lam. 
Centaurea inermis Velen. 
Centaurea kilea Boiss. 
Centaurea nigra L. 
  
 Apigetrina 4,5-diidrossi-7-O-glucosilflavone 
 
Centaurea chilensis Hook.et Arn 
Centaurea urvillei Step.Wag. 
 Apiina 45-diidrossi-7-O-apiosilglucosil 
flavone 
Centaurea cyanus L. 
Centaurea scabiosa L. 
 Astragalina 4,5,7-triidrossi-3-glucosilflavone Centaurea glomerata Vahl. 
Centaurea inermis Velen. 
Centaurea virgata Lam. 
 Axillarina 3,4,5,7-tetraidrossi-3,6-metossi- 
flavone 
Centaurea coronopifolia Lam. 
 Baicaléina 5,6,7-triidrossiflavone Centaurea scabiosa L. 
Centaurea orientalis  
 Bétulétolo 3,5,7-triidrossi-6,4-dimetossi- 
flavone 
Centaurea alexandrina Del. 
 Centauréidina 3,5,7,-triidrossi-4,3,6-trimetossi- 
flavone 
Centaurea jacea L. 
 Centauréina 3,5-diidrossi-43,6-trimetossi-7- 
glucosilflavone 
Centaurea jacea L. 
 
Centaurea nigra L. 
 Chrysoeriolo 4,5,7-triidrossi-3-metossiflavone Centaurea arbutifolia Svent. 
Centaurea alexandrinaDel. 
Centaurea floccasa Hook.et Arn. 
Centaurea chilensis Hook.et Arn 
 Cirsilinéolo 3,4,5-triidrossi-6,7-dimetossi- 
flavone 
Centaurea pumila L. 
 Cirsiliolo 3,4,5-triidrossi-6,7-dimetossi- 
flavone 
Centaurea pumila L. 








Struttura chimica Specie Centaurea 
 Kampferolo 4,3,5,7-tetraidrossiflavone Centaurea calcitrapa  L. 
Centaurea collina Willd. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea floccosa Hook et Arn. 
Centaurea chilensis Hook et Arn. 
 Luteolina 3,4,5,7-tetraidrossiflavone Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea cheirantifolia Willd. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea glomerata Vahl.. 
Centaurea urvillei Step.Wag. 
Centaurea chilensis Hook et Arn. 
 Naringenina 4,5,7-triidrossiflavone Centaurea arguta Nees. 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea macrocephala Willd. 
 Negleteina 5,6-diidrossi-7-metossiflavone Centaurea clementei DC. 
 Nepetina 3,4,5,7-tetraidrossi-6-metossi 
flavone 
Centaurea urvillei Step.Wag. 
Centaurea aspera 
Var.Stenophylla 
Centaurea virgata Lam. 
Centaurea coronopifolia Lam. 
Centaurea inermis Velen. 
 Orientina 3,4,5,7-tetraidrossi-C8-glucosil- 
flavone 
Centaurea solstitialis L. 
 Patuletina 3,4,3,5,7-pentaidrossi-6-metossi 
flavone 
Centaurea collina L. 
 Pectolinarigenina 5,7-diidrossi-4,6-dimetossiflavone Centaurea collina L. 
Centaurea sulphurea Willd. 
 Quercetina 3,4,3,5,7-pentaidrossiflavone Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea alexandrina Del. 
Centaurea collina L. 
Centaurea floccosa Hook et Arn. 
Centaurea chilensis Hook et Arn 
 Quercimeritrina 3,4,3,5-tetraidrossi-7-O- 
glucopiranosilflavone 
Centaurea cyanus L. 
Centaurea cheirantifolia Willd. 
Centaurea orientalis 
Centaurea solstitialis L. 
 Ramnetina 3,4,3,5-tetraidrossi-7-metossi 
flavone 
Centaurea collina L. 
 Rutina 3,4,5,7-tetraidrossi-3-ramno- 
glucosilflavone 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea glomerata Vahl. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea alexandrina Del. 
Centaurea orientalis 













Struttura chimica Specie Centaurea 
 Scutellareina 4,6,7-triidrossi-5-O-glucuronide- 
flavone 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea depressa Bieb. 
Centaurea scabiosa L. 
Centaurea orientalis  
 Stizoloside 3,4,5,7-tetraidrossi-3-metossi- 
flavone 
Centaurea balsamita L ou 
Stizolophus balsamita Lam. 
 Taxifolina 3,4,3,5,7-pentaidrossiflavanone Centaurea floccosa Hook et Arn. 
 Termopsoside 4,5-diidrossi-3-metossi-7-O- 
glucosilflavone 
Centaurea chilensis Hook et Arn. 







Centaurea jacea  
Centaurea jacea 
Centaurea arbutifolia Svent. 
Centaurea arbutifolia Svent. 
  3,4,5-triidrossi-7-glucosilflavone Centaurea glomerata Vahl. 
Centaurea pannonica 
Centaurea melitensis L. 
 6-metossi-7-glucosilflavone 
4,5,7-triidrossi-8-metossiflavone 
Centaurea melitensis L. 
Centaurea cineraria L. 
 5-idrossi-3,4,6,7-tetrametossi- 
flavone 
Centaurea brugueriana DC. 
Centaurea iberica Trev. 
Centaurea phyllocephala  
Centaurea pumila L. 
 3,4,5-triidrossi-3,6-dimetossi-7-O- 
glucosilflavone 





3.2.1.2  Lattoni sesquiterpenici 
Il genere Centaurea è caratterizzato dalla presenza di lattoni sesquiterpenici 
appartenenti alla classe dei Guaianolidi (Fig. 3.2a) e Germacranolidi (Fig. 3.2b). 
Studi più recenti hanno permesso di identificare anche alcuni Elemanolidi.  
Le formule delle varie classi di lattoni sesquiterpeici sono indicate nella figura 3.2a e 









































































































































































































































































































































I H OH                    CH2Cl 
         O  C 
          ||           OH 
      -O-C     CH3 
 
 
       O           CH2 
C.hircanica Bornm. 
C. hyssopifolia Vahl 
C..incanaDesf 
Centaurea linifolia L. 
Centaurea repens L. 
(=Acroptilon repens) 
Centaurea solstitilis L. 
 
Aguerina A III H H            O      CH3 
                  || 
                -C - CH - CH3 
H Centaurea canariensis 
Willd. 
Aguerina B III H H         O      CH3 
                || 
          -C - C = CH2 





Arbutifolina VIII     
    O    CH-CH3 
    || 
O-C-CH2    CH3 
OH H  Centaurea arbutifolia 
11,13-diidro- 
arbutifolina 
VIII     O        CH3 
    || 
O-C-CH2-CH 
 
                CH3 
OH CH2  Centaurea arbutifolia 
Artemisiifolina X OH OH CH2  Centaurea castellana 
Centaurea seridis L. 




         || 
   O  C  - CH3 





I H OH          O          CH2Cl 
          || 
  -O  C          C  OH 
                     




      HO             CH2Cl 
Centaurea repens L. 
(=Acroptilon repens) 
Centaurea aegyptica L. 
C. hyssopifolia Vahl. 
Centaurea linfolia L. 
Centaurea nigra L. 
Centaurea pullata L. 
Centaurea solstitialis L 
Cloro-hyssopi 
Folina B 
I H OH OH  
 
 
HO             CH2Cl 
Centaurea aegyptica L. 
C. hyssopifolia Vahl. 
Centaurea linfolia L. 
Cloro-hyssopi 
Folina D 
I H OH         O         CH2OH 
         || 
 O  CO-C - CH2- CH3 
                     




HO             CH2Cl 
C. hyssopifolia Vahl. 
Centaurea linfolia L. 
Cloro-hyssopi 
Folina E 
I H          O        CH2OH 
         || 
 O  C-C -  OH 
                     




HO             CH2Cl 
C.hyssopifolia Vahl.. 














































R1 R2 R3 R4 
Specie Centaurea 
Clorojanerina I H OH       O 
       || 
    - C  C  CH2 - OH 
              || 




HO             CH2Cl 
C. hyssopifolia Vahl. 
Centaurea linfolia L. 
19-desossiclo- 
rojnerina 
I H OH            O 
            || 
  - O  - C  C  CH3 
                  || 




HO             CH2Cl 




I H OH            O     CH3 
            ||      | 
  - O  - C  C  
                   |         O 




HO             CH2Cl 
Centaurea aegyptica L. 
Cnicina VIII     O          OH 
    ||   
O-C-C-CH 
         ||   
        CH2   CH2 
                   | 
                  OH 
        
 
OH H  Centaurea alexandrina 
C. brugueriana D.C. 
C. calcitrapa L. 
C. diffusa Lam. 
C. iberica Trev. 
C. micranthus I.F.Gmel 
Centaurea avina Pal. 
C. pallescens Del. 
Centaurea pumila L. 
 (=Aegealophila    
pumila Jusl.Boiss) 
C. sulphurea Willd. 




VIII     O          OH 
    ||   
O-C-C-CH 
         ||   
        CH2   CH2 
 
      CH3-C=O 
                  
OH H  Centaurea calcitrapa 
L. 
Composto 1 IX OH      O         CH3 
     || 
   -C-CH=C 
 
        HO -CH2 
  Centaurea coronopi- 
folia Lam. 
Composto 2 IX   O 
  || 
  CCH3 
     O         CH3 
     || 
   -C-CH=C 
 
CH3 - C - CH2 
                  
||  
           O 
  Centaurea coronopi- 
folia Lam.  
Composto 3 XII H      O         CH3 
     || 
   -C-CH=C 
 
        HO -CH2 















R1 R2 R3 R4 
Specie Centaurea 
Composto X VIII     O    CH-CH2 
     ||     ||      
  - C  C     OH 
            | 
           CH3 
OH H  Centaurea glomerata 
Vahl. 
 
Costunolide VIII H H H  Centaurea Kurdica 
Reichardt. 
Cynaropicrina I H OH        O 
        || 
     - C   - C  CH2  OH 
                || 
                CH2 
CH2 C. americana Nutt. 
Centaurea behen L. 
C. canariensis Sch.Bip. 
C. canariensis Bruss.    
var subexpinnata 
C. kotschyi Boiss. 
Centaurea repens L. 
(=Acroptilon repens) 
Centaurea solltitialis L. 
C. tagananensis Svent. 
Desacyl-cina- 
Ropicrina 
III H H H H Centaurea behen L. 
C. canariensis Sch.Bip. 
C. canariensis Bruss. 
 var subexpinnata 
C. kotschyi Boiss. 
Centaurea repens 
(=Acroptilon repens) 
Centaurea solltitialis L. 
















III H H H H C. canariensis Bruss. 
Var.subexpinnata Burch  
Deidrocostus 
Lattone 





I H H OH CH2 C. chilensis Hook et 
Arn.. 




VI     Centaurea webbiana 
Sch. Bip. 
































R1 R2 R3 R4 
Specie Centaurea 
Grossimina II OH    Centaurea behen L. 
Isoarbutifolina XI  OH   C.arbutifolia Svent. 
11,13-diidro- 
isoarbutifolina 
XI  OH   C.arbutifolia Svent 
Janerina VII OH    C. incana Desf. 
C. Janeri Graells. 
Centaurea repens 
(=Acroptilon repens ) 
Centaurea solstitialis L. 
C. uniflora Turra. 
Sub. sp. nervosa (Willd) 
Bon. Lay . 




III H  H OH C. kandavanensis 
Rechinger. 
Liniclorina A VII H H  
 
 Centaurea linfolia L. 
       
Linclorina B VII H H CH2  Centaurea kotschyi 
Boiss. 
Centaurea linfolia L. 
Linclorina C VII H    Centaurea linfolia L. 
Melitensina XI OH OH   Centaurea aspera 
Var stenophylla 
Centaurea melitensis L. 
11,13-deidro- 
melitensina 
XI OH OH   Centaurea aspera 
Var. stenophylla 
C. castellana Boiss. 





XI  OH   Centaurea melitensis L. 
 




















































VIII  OH H  Centaurea glomerata L. 
Centaurea tagananensis 
Svent. 
Repdiolide III OH H  H Centaurea repens 
(=Acroptilon repens) 
       
Repdiolide 
triolo 
I H OH   C. incana Desf. 
       
4,15-epossi 
repdiolide 
VII OH H   Centaurea repens 
(=Acroptilon repens) 
Repina VII H H   C. hyrcanica Bornm. 
C. incana Desf. 
Centaurea repens 
(=Acroptilon repens) 
Centaurea solstitialis L. 
Repensolide I H OH   Centaurea incana Desf. 
Reynoside XII OH   H C. uniflora Turra. 
Sub.sp.nervosa (Willd) 
Bon.et Lay. 
Salitenolide VIII OH OH H  Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea pumila L. 
(=Aegialophila pumila 
Just.) Boiss. 
Centaurea salonitana L. 





VIII  OH H  Centaurea stoebe L. 
Salotinolide X OH OH CH3  C. salonitana Vis. 











































VIII  OH H  Centaurea glomerata 
Vis. 
Centaurea seridis L. 
Santamarina XII OH   H C.uniflora Turra. 
Sub.sp.nervosa(Willd) 
Bon.Lay  
Saupirina VII H H CH2  Centaurea aegyptica L. 
Scabiolide X   CH2  Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea melitensis L. 
Centaurea scabiosa (L) 
Presl. 
Centaurea solstitialis L. 
       
Solstitialina A IV OH H  H Centaurea solstitialis L. 
13-acetil- 
solstitialina A 
IV OH H  H Centaurea solstitialis L 










V H    Centaurea behen L. 
Solstitiolide I H OH   Centaurea solstitialis L. 
Stenophillolide VIII H OH OH  Centaurea aspera  
Var.stenophilla 
Stizolicina VIII  H H  C. coronopifolia Lam. 
Centaurea solstitialis L. 
Stoebenolide XII H H OH OH Centaurea stoebe L. 
Subexpinnatina 
B 




















HO      CH2OH

















































R1 R2 R3 R4 
Specie Centaurea 
Subluteolide VII H H   Centaurea solstitialis L. 
Valhenina XII OH OH  H Centaurea hyssopifolia 
Vahl. 












3.2.2 Proprietà biologiche 
Il genere Centaurea è molto utilizzato in medicina popolare. Molte piante sono 
impiegate da sole od in associazione con altre per le loro molteplici proprietà: 
            -antidiabetiche 
            -antidiarroiche 
            -antireumatiche 
            -coleretiche,colagoghe 
            -digestive,stomachiche 
            -diuretiche 
            -astringenti,antimalariche 
            -ipotensive 
            -febbrifughe 
            -tossiche per gli animali 
            -trattamento della cefalea 
            -contro i calcoli renali 
 
Le proprietà di certi costituenti chimici sono stati messi in evidenza da Viguera et al. 
(1953), che hanno dimostrato che gli estratti della Centaurea aspera avevano un 
effetto ipoglicemico, Masso et al. (1979) hanno constatato che gli estratti della 
Centaurea calcitrapa L. e C.solstitialis L. e C.melitensis L. avevano le stesse 
proprietà; Villar e Paya (1985), lavorando sulla specie C. seridis varietà marittima, 





Kupchan et al. (1969), Kupchan (1970), Kupchan e Bauerschmidt (1971) hanno 
riscontrato unazione antineoplastica sulla linea cellulare di KB di certi flavonoidi 
(3,5,7-triidrossiflavone, centaureidina, eupatina, eupatoretina). 
Questa azione è stata confermata da altri autori con estratti di certe specie di 
Centaurea e durante i lavori di ricerca delle sostanze naturali (El-Masry et al., 1981; 
El-Elmary et al., 1983). Sono state evidenziate in vitro anche proprietà antivirali dei 
flavonoidi estratti sempre da piante del genere Centaurea (Kaij-a-Kamb, 1991). 
I lattoni sesquiterpenici, che costituiscono unaltra grande classe di composti chimici 
presenti sempre nel medesimo genere, sono responsabili di altre proprietà biologiche. 
È stato appurato che i lattoni sesquiterpenici sono caratterizzati da una funzione -
lattonica e un gruppo  o  metilato esercitante unazione citotossica e 
antineoplastica. Molti autori hanno dimostrato che i lattoni sesquiterpenici (cnicina, 
grosoeimina, deacilcinaropicrina, picridina), presenti nel genere Centaurea, 
presentano unazione citotossica e citostatica. 
Negrette (1984) e Vanhaelen (1976) hanno messo in evidenza lazione antibiotica di 
certe sostanze. I lattoni sesquiterpenici hanno contemporaneamente unazione 
antifungina ed antielmintica, e per alcuni di essi è stato ipotizzato luso nella 
chemioprofilassi dello Schistosoma mansoni. 
Per altri, questi composti determinano nelluomo dermatiti da contatto ed in certi casi 






Altri composti presenti nel genere Centaurea sono elencati nella tabella 3.3: 
 
 
Nome della famiglia chimica del 
composto 
Genere della specie Centaurea  
Alcaloidi Centaurea alexandrina Del. 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea glomerata Vahl. 
Centaurea pallescens Del. 
Centaurea phyllocephala  
Centaurea solstitialis 
Alcooli triterpenici 





Centaurea cineraria L. 
Centaurea solstitialis L. 
Centaurea solstitialis L. 
Centaurea solstitialis L. 
Centaurea solstitialis L 
Centaurea aegyptica L.  
Centaurea solstitialis L 
Cere Centaurea aspera L. 
Glucosidi 
oxanogenetici 
Centaurea aspera L. 
Centaurea solstitialis L. 
Antocianidine Centaurea montanana L. 
Centaurea cyanus L. 
Centaurea grinensis Rent. 
Centaurea jacea L. 
Centaurea macroptilon Borb. 
Centaurea pannonica 
(Heuff) Simk. 
Centaurea sadlerana Jan. 
Centaurea spinulosa Roch. 
Leucoantocianidine Centaurea scabiosa L. 
Centaurea pseudophrygia Cam 




Centaurea aspera L. 
Centaurea calcitrapa 
Centaurea melitensis L. 
Centaurea solstitialis L. 
Centaurea cineraria L. 
Centaurea chilinensis Hook et Arn. 
Centaurea americana 
Centaurea seridis L. 
Centaurea aegyptica L. 
Centaurea pullata L. 






Tab. 3.3 Altri composti presenti nel genere Centaurea (Kaij-a-Kamb et al., 1992). 
 
3.3 Il materiale vegetale 
Il materiale vegetale, costituito da parti aeree fiorite di Centaurea deflexa, è stato 
raccolto a fine Luglio 2000 nei pressi di Taskent in Turchia. 
La droga è pervenuta secca nei nostri laboratori e qui si è provveduto ad una sua 
adeguata macinazione. Il materiale così ottenuto è stato sottoposto ad estrazione 
esauriente con solventi a diversa polarità. 
 
3.4 Il metodo di estrazione 
La tecnica generale per lestrazione del materiale vegetale con solventi o miscele di 
solventi, aventi polarità crescente, viene effettuata in apparecchio Soxhlet oppure a 
temperatura ambiente.  
La droga secca (830 g), una volta macinata, è stata sottoposta ad estrazione in Soxhlet 
con solventi a polarità crescente. I solventi utilizzati sono stati, in successione: n-
esano, cloroformio, cloroformio-metanolo 9:1 e metanolo. 
Nome della famiglia chimica del 
composto 
Genere della specie Centaurea  
Stigmasterolo Centaurea chilensis Hook et Arn. 
Centaurea stenophilla 
Saponosidi Centaurea alexandrina Del 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea glomerata Vahl. 
Centaurea pallescens Del. 
Tannini catechinici Centaurea alexandrina Del 
Centaurea calcitrapa L. 
Centaurea glomerata Vahl. 






 In questo modo sono stati ottenuti quattro diversi residui: RE (residuo n-esanico), RC 
(residuo cloroformico), RCM (residuo cloroformio metanolo 9:1) e RM (residuo 
metanolico). 
 
3.4.1 Estrazione con n-esano  
La droga è stata sottoposta ad estrazione in apparecchio Soxhlet con un volume di 
solvente adeguato. Si lascia riposare per 24 ore e, nel caso sia presente, si filtra il 
prodotto insolubile formatosi. 
Dopo completa evaporazione del solvente, a pressione ridotta e temperatura inferiore 






3.4.2 Estrazione con cloroformio 
La stessa droga, già sottoposta ad estrazione con esano, è stata trattata con 
cloroformio in apparecchiatura Soxhlet. 
Il solvente è stato poi evaporato a pressione ridotta e temperatura inferiore ai 40°C 









     (g) 
          30           5      9.5 
   TEMPO DI  
ESTRAZIONE (h) 
  VOLUME DI 
ESTRAZIONE (l) 
RESIDUO 
     (g) 




3.4.3 Estrazione con cloroformio-metanolo 9:1 
Lo stesso materiale,dopo trattamento con esano e cloroformio, viene sottoposto a 
estrazione in Soxhlet con una miscela cloroformio-metanolo 9:1. 
Si lascia riposare per 24 ore e, se presente, si filtra il precipitato che si è formato. 
Dopo completa evaporazione del solvente a pressione ridotta e temperatura inferiore 
ai 40°C si ottiene un residuo RCM.  
 





3.4.4 Estrazione con metanolo 
La medesima droga trattata in precedenza con esano, cloroformio, cloroformio-
metanolo 9:1, è stato messa a macerare in metanolo a temperatura ambiente. 
Il metanolo è stato rinnovato per 5 volte con cadenza settimanale e dopo evaporazione 






   TEMPO DI  
ESTRAZIONE (h) 
   VOLUME DI 
ESTRAZIONE (l) 
RESIDUO 
     (g) 
          30           5     21.7 
  TEMPO DI  
ESTRAZIONE  
 VOLUME DI 
ESTRAZIONE (l) 
RESIDUO 
     (g) 





3.5 Frazionamento del residuo esanico 
Il residuo esanico RE (9.5g) è stato sciolto in esano e poi ripartito con imbuto 
separatore con successive porzioni di una miscela metanolo:acqua 6:4. 
Le soluzioni ottenute dopo separazione delle due fasi, riunite e portate a secco a 
pressione ridotta, hanno fornito i residui REM (730 mg) e REE (8.78 g) rispettivamente 
della fase acquosa e di quella organica. 
Si è poi eseguito un primo screening su TLC in fase inversa eluendo con 
Metanolo:Acqua 95:5; Metanolo:Acqua 8:2; Metanolo:Acqua 7:3; Metanolo:Acqua 
1:1 addizionati dell 1% di Acido Formico.  
Il REM, ottenuto per evaporazione completa del solvente a temperatura ambiente è 
stato disciolto in 7 mL di MeOH e successivamente caricato su colonna 
cromatografica Sephadex LH-20, utilizzando MeOH come eluente, con un flusso pari 
ad 0.8 mL/min. 
Sono state raccolte 66 provette di 8 mL ciascuna, successivamente riunite in 14 
frazioni (come rappresentato in Tabella) sulla base delle caratteristiche 
cromatografiche evidenziate tramite TLC (cromatografia su strato sottile). 
 
RIUNIONE PESO RIUNIONE PESO 
A=1-12 86.9 H=25-28 48.5 
B=13-15 123.3 I=29+30 2.5 
C=16-17 112.2 L=31+32 55.4 
D=18-20 240.1 M=33+34 56.7 
E=21 51.1 N=35 49.5 
F=22 41.3 O=36 36.3 





Come eluenti per le lastre di gel di silice sono state utilizzate miscele di 
MeOH:H2O:HCOOH in rapporto 8:2:0.1 e di MeOH-H2O in rapporto 95:5, mentre il 
reattivo spray utilizzato per lidentificazione dei composti su TLC è il solfato di cerio. 
Le frazione D, G e P sono state analizzate direttamente attraverso spettroscopia 
NMR, dato il buon grado di purezza visibile su lastra di silice. I dati registrati sono 
stati confrontati con quelli riportati in letteratura per tre composti noti e dalla esatta 
corrispondenza fra essi è stato possibile identificare i prodotti isolati rispettivamente 
come: 
 D COMPOSTO 1 
-sitosterolo 
 G COMPOSTI 2 e 3 
(2) 3,7,4-trimetossikaempferolo e (3) 7,3,4-trimetossiquercetina 
 P  COMPOSTO 4 
Arctigenina 
I cui dati spettroscopici sono riportati qui di seguito: 
Composto 1: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 5.35 (1H, m), 3.52 (1H, m), 1.01 (3H, s), 0.92 (3H, d, 
J=6.5 Hz), 0.85 (3H, t, J=7.3 Hz), 0.84 (3H, d, 6.6 Hz), 0.81 (3H, d, J=6.6 Hz), 0.68 
(3H, s).  
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 140.7 (C-5), 121.7 (C-6), 71.8 (C-3), 56.7 (C-14), 56.0 
(C-17), 50.1 (C-9), 45.8 (C-24), 42.2 (C-4 e C-13), 39.7 (C-12), 37.2 (C-1), 36.5 





(C-16), 26.0 (C-23), 24.3 (C-15), 23.0 (C-28), 21.0 (C-11), 19.8 (C-26), 19.4 (C-19), 
19.0 (C-27), 18.7 (C-21), 12.0 (C-29), 11.8 (C-18).   
Composto 2: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 7.83 (2H, d, J=8.9 Hz), 6.99 (2H, d, J=8.9 Hz), 6.57 (br 
s), 6.54 (br s), 3.94 (3H, s, OCH3), 3.88* (3H, s, OCH3), 3.86* (3H, s, OCH3). 
* * Tali valori possono essere invertiti. 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 60.68 (3-OCH3), 56.25 (7-OCH3), 56.14 (4-OCH3). 
Composto 3: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 7.51 (1H, dd, J=8.6 e 2.0 Hz), 7.32 (1H, d, J=2.0 Hz), 
6.96 (1H, d, J=8.6), 6.58 (1H, br s ), 6.55 (1H, br s), 3.96 (3H, s, OCH3), 3.95 (3H, s, 
OCH3), 3.89 (3H, s, OCH3). 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 56.25 (7-OCH3), 56.14 (4-OCH3). 
Composto 4: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 6.80 (1H, d, J=7.8 Hz), 6.72 (1H, d, J=8.1 Hz), 6.61 
(1H, d, J=1.9 Hz), 6.60 (1H, dd, J=7.8 e 1.9 Hz), 6.55 (1H, dd, J= 8.1 e 1.9 Hz), 6.44 
(1H, d, J=1.9 Hz), 4.12 (2H, dd, J=9.3 e 6.8), 3.83 (3H, s, OCH3),3.79 (6H, s, OCH3), 
2.90 (2H, dd, J=5.3 e 1.7), 2.54 (4H, m). 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 178.8 (C-9), 149.0 (C-3), 147.8 (C-3), 146.7 (C-4), 144.5 
(C-4), 130.4 (C-1), 129.5 (C-1), 122.1 (C-6), 120.6 (C-6), 114.1 (C-5), 112.0 (C-2), 
111.7 (C-2), 111.5 (C-5), 71.3 (C-9), 55.9 (OCH3), 55.8 (OCH3), 46.6 (C-8), 40.9 





3.5.1 Analisi della riunione D 
Dallosservazione della TLC è stato deciso di sottoporre la riunione D (240 mg), 
adeguatamente sciolta nella minima quantità di una miscela CHCl3:AcOEt:HCOOH 
(8:2:1%) ad una cromatografia flash su colonna di gel di silice (20x2 cm), utilizzando 








Tali frazioni sono state suddivise in 19 riunioni omogenee, la cui analisi è stata effettuata con 
cromatografia su strato sottile di gel di silice. 
Sono stati ottenuti i seguenti risultati: 
 
RIUNIONE PESO RIUNIONE PESO 
D1=1-2 4.0 D11=14 8.3 
D2 = 3 5.4 D12=15 2.2 
D3=4 10.0 D13=16-25 25.4 
D4=5 10.4 D14=26-43 16.0 
D5=6 5.9 D15=44-55 6.0  
D6=7 4.3 D16=56-63 6.2 
D7=8 4.2 D17=64-85 26.0 
D8=9 4.0 D18=86-91 2.5 
D9=10 4.8 D19=92-98 23.8 
D10=11-13 24.8   
 
La frazione D10 è stata analizzata direttamente attraverso spettroscopia NMR, dato il 





I dati registrati sono stati confrontati con quelli riportati in letteratura per un composto 
noto e dalla esatta corrispondenza fra essi è stato possibile identificare il prodotto 
isolato: 
 D10  COMPOSTO  5 
Aguerin B 
 D17 COMPOSTO 6 
Cinaropicrina 
I cui dati spettroscopici sono riportati qui di seguito: 
Composto 5: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 6.17 (1H, d, J=3.0 Hz), 6.13 (1H, m), 5.55 (1H, d,J=3.0 Hz), 
5.44 (1H, t, J=1.6), 5.42 (1H, m), 5.31 (1H, t, J=1.6), 5.10 (1H, br s), 5.06 (1H, br s), 5.02 
(1H, m), 4.51 (1H, m), 4.19 (1H, dd, J=10.2 e 9.0), 3.16 (1H, br dd, J=9.5 e 3.3), 3.14 (1H, 
m), 2.76 (1H, m), 2.36 (1H, m), 1.93 (3H, br s), 1.70 (1H, m).  
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 169.2 (C-12), 166.2 (C-1), 152.2 (C-2), 141.8 (C-6), 137.4 
(C-11), 136.0 (C-2), 126.6  (C-3), 122.6 (C-13), 118.1 (C-14), 113.5 (C-15),  78.6 (C-0), 
74.1 (C-8), 73.8 (C-3), 51.3 (C-1), 47.7 (C-9), 45.3 (C-5), 39.1 (C-4), 37.1 (C-7), 18.3 (C-4). 
Composto 6: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 6.27 (1H, D, J=1.1 Hz), 6.17 (1H, d, J=3.1 Hz), 5.90 
(1H, d, J=1.1 Hz), 5.56 (1H, d, J=3.1 Hz), 5.44 (1H, t, J= 1.7 Hz), 5.31 (1H, t, J=1.7 
Hz), 5.12 (1H, d, J=1.2 Hz), 5.10 (1H, m), 5.06 (1H, d, J=1.2 Hz), 4.51 (1H, m), 4.33 
(2H, s), 4.20 (1H, dd, J=10.3 e 8.8 Hz), 3.14 (2H, m, br dd, J=9.4 e 3.3 Hz), 2.72 (1H, 




♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 169.0 (C-12), 165.3 (C-1), 152.3 (C-4), 141.8 (C-10), 137.4 
(C-11 e C-2), 126.7 (C-3), 122.7 (C-13), 118.2 (C-14), 113.6 (C-15), 78.5 (C-6), 74.4 (C-8), 
73.8 (C-3), 62.3 (C-4), 51.5 (C-5), 47.7 (C-7), 45.4 (C-1), 39.2 (C-2), 37.2 (C-9).  
 
3.5.2 Analisi della riunione D13 
La frazione D13, che è stata esaminata mediante una cromatografia su lastra 
preparativa eluendo con CHCl3:AcOEt:HCOOH 8:2:1% e usando come reattivo spray 
il solfato di cerio. Da questo tipo di analisi abbiamo ottenuto la frazione D13A e la 
D13B. La frazione D13A è stata analizzata direttamente attraverso spettroscopia NMR, 
dato il buon grado di purezza visibile su lastra di silice. I dati registrati sono stati 
confrontati con quelli riportati in letteratura per un composto noto e dalla esatta 
corrispondenza fra essi è stato possibile identificare il prodotto isolato: 
 D13A COMPOSTO 7 
8-desacilcinaropicrina 
I cui dati spettroscopici sono riportati di seguito; 
Composto 7: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 6.22 (1H, d, J=3.2 Hz), 5.56 (1H, d, J=3.2 Hz), 5.47 
(1H, br s), 5.34 (1H, br s), 5.13 (1H, br s), 5.07 (1H, m), 4.94 (1H, br s), 4.54 (1H, t, 
J=7.3 Hz), 4.20 (1H, dd, J=10.2 e 9.8), 3.19 (1H, m), 3.14 (1H, m), 2.68 (1H, m), 2.37 
(2H, m), 2.14 (1H, m),  1.71 (1H, m). 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 169.9 (C-12), 152.3 (C-4), 141.4 (C-10), 137.6 (C-1), 
122.3 (C-13), 118.6 (C-14), 113.8 (C-15), 78.5 (C-6), 75.3 (C-8), 51.5 (C-5), 47.9 





3.6 Frazionamento del residuo cloroformio:metanolo 9:1 
Un campione di RCM (10 g) è stato solubilizzato in 13 ml di cloroformio e 
successivamente centrifugato. Il surnatante (circa 7.5g) è stato sottoposto ad una 
cromatografia ad esclusione molecolare su  Sephadex LH-20 eluendo con metanolo. 
Le frazioni raccolte sono state analizzate mediante cromatografia su strato sottile su 
gel di silice e procedendo alla riunione delle frazioni come riportato nella seguente 
tabella: 
 
RIUNIONI PESO RIUNIONI PESO 
I=42-69 420.1 XIII=196-203 26.1 (Surnatante) 
8.8   (Precipitato) 
II=70-89 765.16 XIV=204-219 49.8 (Surnatante) 
10.7 (Precipitato) 
III=90-97 564.1 XV=220-227 226.0 
IV=98-109 1079.3 XVI=228-235 35.3 
V=110-118 1.288 XVII=236-241 43.1 
VI=119-123 705.0 XVIII=242-257 108.2 
VII=124-129 410.5 XIX=258-267 20.2 
VIII=130-145 475.1 XX=268-277 26.2 
IX=146-157 134.0 XXI=278-295 72.1 
X=158-171 144.5 XXII=296-313 8.9 
XI=172-181 98.5 XXIII=314-337 12.8 
XII=182-195 72.1 (Surnatante) 
7.5   (Precipitato)  
XXIV=338-350 19.9 
 
Le frazioni XIV e XXIII sono state analizzate direttamente attraverso spettroscopia 
NMR, dato il buon grado di purezza visibile su lastra di silice. I dati registrati sono 
stati confrontati con quelli riportati in letteratura per due composti noti e dalla esatta 





 XIV   COMPOSTO 8 
Crisoeriolo 7-O--D-glucopiranoside 
 XXIII   COMPOSTO 9 
Luteolina 
I cui dati spettroscopici sono riportati qui di seguito: 
Composto 8: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 7.58 (1H, br s), 7.57 (1H, br s),6.99 (1H, s), 6.95 (1H, 
d, J=6.93 Hz), 6.86 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.44 (1H, d, J=2.0 Hz), 5.05 (1H, d, J=7.0 Hz), 
3.88 (3H, s, OCH3). 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 182.0 (C-4), 164.1 (C-2), 163.0 (C-7), 161.1 (C-5), 156.8 
(C-9), 151.0 (C-3), 148.0 (C-4), 121.3 (C-6), 120.5 (C-1), 115.8 (C-5), 110.4 
(C-2), 105.4 (C-10), 103.4 (C-3), 100.0 (C-1), 99.5 (C-6), 95.0 (C-8), 77.2 (C-3), 
76.5 (C-2), 73.1 (C-5), 69.6 (C-4), 60.6 (C-6), 56.0 (OCH3).  
Composto 9: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.34 (2H, m), 6.88 (1H, d, J=8.8 Hz), 6.51 (1H, s), 






3.6.1 Analisi della frazione  V  
La  frazione V (730.0 mg) è stata sottoposta ad una cromatografia a gravità su 
colonna di gel di silice (3x35 cm), utilizzando il profilo di eluizione riportato sotto e 









Tali frazioni sono state suddivise in 27 riunioni omogenee, la cui analisi viene effettuata con 
cromatografia su strato sottile di gel di silice. 
Sono stati ottenuti i seguenti risultati: 
 
RIUNIONI PESO (mg) RIUNIONI PESO (mg) 
V1=13-14 2.5 V15=96-101 7.6 
V2=15-18 4.7 V16=102-109 8.2 
V3=19-23 5.3 V17=110-113 7.5 
V4=24-34 7.0 V18=114-118 15.4 
V5=35-41 4.4 V19=119-127 30.1 
V6=42-52 7.4 V20=128-148 67.2 
V7=53-55 2.2 V21=149-155 22.2 
V8=56-59 3.2 V22=156-168 32.4 
V9=60-65 5.9 V23=169-174 15.6 
V10=66 1.9 V24=175-185 24.3 
V11=67-73 6.6 V25=186-196 26.1 
V12=74-77 2.3 V26=197-209 32.2 
V13=78-86 6.6 V27=210-220 41.9 





La frazione V21 è stata analizzata direttamente attraverso spettroscopia NMR, dato il 
buon grado di purezza visibile su lastra di silice. I dati registrati sono stati confrontati 
con quelli riportati in letteratura per un composto noto e dalla esatta corrispondenza 
fra essi è stato possibile identificare il prodotto isolato: 
 V21    COMPOSTO 10 
 Siringina 
I cui dati spettroscopici sono riportati qui di seguito: 
Composto 10: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 6.76 (2H, s), 6.56 (1H, d, J=15.7 Hz), 6.32 (1H, dt, 
J=5.3 e 15.7 Hz), 4.24 (2H, d, J=5.86 Hz), 3.86 (6H, s).  
 
3.7 Analisi del residuo cloroformico 
Il materiale vegetale proveniente dallestrazione con esano, viene nuovamente estratto 
in Soxhlet utilizzando come solvente il cloroformio. 
Il residuo (12.0 g), ottenuto per completa evaporazione del solvente, è stato esaminato 
mediante cromatografia su strato sottile di gel di silice, eluendo con 
cloroformio:metanolo 95:5 e con cloroformio e trattando le lastre con il reattivo spray 
solfato di cerio, per la rilevazione delle macchie. 
Un campione, di 2.0 g circa, è stato sciolto in 19 ml di una miscela 
cloroformio:metanolo 9:1 e sottoposto a cromatografia Flash, su colonna di silice 
(20x5 cm), utilizzando il profilo di eluizione riportato e raccogliendo 821 frazioni di 





  CHCl3:MeOH   Nº frazioni 








Grazie allanalisi cromatografica su strato sottile di gel di silice e alla successiva 
esposizione delle lastre al reattivo spray solfato di cerio, le 821 frazioni sono state 
raggruppate nelle 18 riunioni riportate nella tabella seguente: 
 
Le riunioni XII e XIV, considerato il grado di purezza riscontrato su lastra di silice, 
sono state sottoposte direttamente ad analisi spettroscopica NMR. I dati ottenuti per la 
RIUNIONI PESO (mg) RIUNIONI PESO (mg) 
I=1-17 16.6 XVI=261-296 21.3 
II=18-33 38.7 XVII=297-324 10.6 
III=34-45 27.9 XVIII=325-368 15.9 
IV=46-53 2.5 XIX=369-404 28.1 
V=54-69 17.2 XX=405-444 85.0 
VI=70-76 8.5 XXI=445-470 85.2 
VII=77-81 10.5 XXII=471-520 20.3 
VIII=82-101 20.0 XXIII=521-564 34.0 
IX=102-111 6.2 XXIV=565-570 3.6 
X=112-121 5.5 XXV=571-676 74.7 
XI=122-160 20.0 XXVI=677-736 19.4 
XII=161-196 23.6 XXVII=737-760 91.1 
XIII=197-200 4.8 XXVIII=761-772 46.8 
XIV=201-212 7.8 XXIX=773-814 63.8 
XV=213-260 134.0 XXX=815-821 178.2 




frazione XIV corrispondono perfettamente a quelli presenti in letteratura per un 
composto noto, che è stato identificato come: 
 XIV   COMPOSTO 11 
 Cinaropicrina 
Mentre per la frazione XII lanalisi NMR ha confermato la purezza del composto e 
permesso la sua identificazione come un nuovo prodotto naturale: 
 XII   COMPOSTO 12 
Nuovo Lattone 
Composto 11: 
♦ 1H-NMR (CD3Cl3): ä (ppm) 6.27 (1H, D, J=1.1 Hz), 6.17 (1H, d, J=3.1 Hz), 5.90 
(1H, d, J=1.1 Hz), 5.56 (1H, d, J=3.1 Hz), 5.44 (1H, t, J= 1.7 Hz), 5.31 (1H, t, J=1.7 
Hz), 5.12 (1H, d, J=1.2 Hz), 5.10 (1H, m), 5.06 (1H, d, J=1.2 Hz), 4.51 (1H, m), 4.33 
(2H, s), 4.20 (1H, dd, J=10.3 e 8.8 Hz), 3.14 (2H, m, br dd, J=9.4 e 3.3 Hz), 2.72 (1H, 
m), 2.39 (1H, m), 2.37 (1H, m), 2.04 (1H, m), 1.70 (1H, m). 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 169.0 (C-12), 165.3 (C-1), 152.3 (C-4), 141.8 (C-10), 
137.4 (C-11 e C-2), 126.7 (C-3), 122.7 (C-13), 118.2 (C-14), 113.6 (C-15), 78.5 
(C-6), 74.4 (C-8), 73.8 (C-3), 62.3 (C-4), 51.5 (C-5), 47.7 (C-7), 45.4 (C-1), 39.2 
(C-2), 37.2 (C-9).  
Composto 12: 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 170.0 (C-1′), 169.9 (C-12), 154.0 (C-4), 143.9 (C-10), 
139.8 (C-11), 122.5 (C-13), 118.7 (C-14), 113.2 (C-15), 80.2 (C-6), 76.1 (C-8), 74.2 
(C-3), 51.8 (C-5), 40.2 (C-2), 37.0 (C-9), 35.9 (C-2′), 33.1 (C-4′), 24.2 (C-3′), 23.8 





3.7.1 Analisi della frazione XV 
La frazione XV, circa 134.0 mg, è stata solubilizzata in 1.3 ml di MeOH e 
successivamente centrifugata. Il sovranatante  è stato sottoposto a cromatografia 
liquida ad alta pressione (HPLC) su colonna Lichrocart RP-18 utilizzando le seguenti 
condizioni: 
 Eluente  MeOH:H2O (45:55) 
 
 Flusso  2.0 ml/min 
 
 Attenuazione  8 
 
 Iniezione  100l 
 
 N iniezioni  6 
 
Le 24 frazioni ottenute sono state riunite successivamente in 16 frazioni maggiori, in 
base allanalisi  effettuata tramite cromatografia su strato sottile di gel di silice e 







La frazione XV10, visto il buon grado di purezza su lastra di gel di silice, è stata 
analizzata direttamente tramite spettroscopia NMR.  
Tale analisi hanno effettivamente confermato tale purezza e permesso la sua 
identificazione come un nuovo composto naturale: 
RIUNIONI 
XV1=1 XV5=7-8 XV9=12-13 XV13=18 
XV2=2 XV6=9 XV10=14-15 XV14=19-20 
XV3=3-4 XV7=10 XV11=16 XV15=21 




 XV10   COMPOSTO NUOVO 13   
Nuovo 15-nor-guaianolide  
Composto 13: 
♦ 13C-NMR (CD3Cl3): ppm 219.0 (C-3), 175.9 (C-12), 143.5 (C-10), 116.3 (C-14), 
82.8 (C-6), 70.5 (C-8), 56.7 (C-7), 52.2 (C-5), 49.2 (C-2), 48.0 (C-1), 44.1 (C-4 e C-
11), 40.3 (C-9), 15.2 (C-13). 
 
3.7.2 Analisi della frazione VI 
La frazione VI è stata sottoposta ad una cromatografia a gravità su colonna di gel di 
silice (335 cm), eluendo con una miscela CHCl3:MeOH:HCOOH (8:2:1%) e 
raccogliendo 35 frazioni da circa 10 ml ciascuna. Tali frazioni, dopo analisi tramite 
cromatografia su strato sottile di gel di silice, sono state suddivise in 9 riunioni: 
RIUNIONI PESO (mg) RIUNIONI PESO (mg) 
VI1=3 5.7 VI6=14-15 19.1 
VI2=4 8.6 VI7=16-19 34.2 
VI3=5-7 30.7 VI8=20 8.6 
VI4=8-10 49.5 VI9=21-35 70.4 
VI5=11-13 31.6   
La frazione VI3 ( circa 30 mg), vista la buona separazione su lastra di silice in fase 
inversa, è stata solubilizzata in circa 300 l di MeOH e sottoposta a cromatografia 
liquida ad alta pressione (HPLC), utilizzando una colonna semipreparativa C18 -
Bondapak (30 cm 7.8 mm) e operando alle seguenti condizioni: 
 
 Eluente   MeOH:H2O (40:60) 
 
 Flusso   2 ml/min 
 





 Iniezione   80 l 
 
 N iniezioni   3 
 
La separazione ha portato alla raccolta di 25 frazioni che sono state sottoposte ad 
analisi su TLC, utilizzando come eluente CHCl3:MeOH (9:1) e come reattivo spray 
solfato di cerio. In base alle analogie cromatografiche, le frazioni sono state  suddivise 









La frazione 7, visto il buon grado di purezza visibile su lastra di silice, è stata 
analizzata direttamente tramite spettroscopia NMR. I dati registrati, confrontati con 
quelli riportati in letteratura hanno permesso lidentificazione del composto isolato: 
 7  COMPOSTO 14 
Arctina 
Composto 14: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm)  7.05 (1H, d, J=8.3 Hz), 6.66 (1H, br s), 6.64 (1H, d, 
J=8.3 Hz), 6.62 (1H, br s), 6.56 (2H, m),   4.82 (1H, m), 4.14 (1H, m), 3.90 (1H, m), 
3.88 (1H, m), 3.77 (6H, s, OCH3), 3.75 (1H, m), 3.74 (3H, s, OCH3), 3.51 (1H, m), 
3.49 (1H, m), 3.42 (1H, m), 3.39 (1H, m), 2.84 (1H,m),  2.80 (1H, m), 2.62 (1H, m),   
2.51 (1H, m). 
RIUNIONI PESO (mg) RIUNIONI PESO (mg) 
1=4 2.2 6=18-19 1.3 
2=5-7 8.4 7=20-23 8.0 
3=8-10 1.6 8=24-25 10.0 
4=11-14 1.7 9=scarico 4.1 




♦ 13C-NMR (CD3OD): ppm 181.4 (C-9'), 150.8 (C-3'), 150.6 (C-3), 149.3 (C-4), 
146.9 (C-4'), 134.3 (C-1'), 132.8 (C-1), 123.0 (C-6'), 122.1 (C-6), 118.0 (C-5'), 114.9 
(C-5), 113.7 (C-2'), 113.2 (C-2), 103.0 (C-1''), 77.9 (C-3''), 75.0 (C-2''), 72.9 (C-9), 
71.4 (C-4''), 62.6 (C-5''), 56.5 (3 OCH3), 47.4 (C-8'), 42.5 (C-8),38.9 (C-7), 35.5 
(C-7'). 
 
3.7.3 Analisi della frazione X 
La frazione X ( circa 120 mg) è stata solubilizzata nella minima quantità di una 
miscela MeOH:H2O (1:9) e successivamente centrifugata. Il sovranatante è stato 
caricato su una colonna SPE, costituita da un supporto solido  in fase inversa di 
Lichroprep RP-18, impaccato in un tipico contenitore simile ad una siringa e munito 
di due setti porosi posti alle sommità del supporto stesso. La colonna SPE è stata 
trattata in successione con MeOH e H2O e quindi caricata con il campione. Come 
eluenti sono state utilizzate miscele a gradiente crescente di MeOH (circa 20 ml),  




























Le 54 frazioni raccolte sono state raggruppate in 15 riunioni, sulla base dei risultati 
ottenuti mediante cromatografia su strato sottile di gel di silice e trattamento con i 
reattivi spray, solfato di cerio e NTS/PEG: 
 
RIUNIONI PESO(mg) RIUNIONI PESO(mg) 
X1 =1-3  20.1 X9 =19-20 3.0 
X2 =4-5 1.5 X10 =21-25 17.0 
X3 =6-8 4.9 X11 =26-30 3.2 
X4 =9-11 1.9 X12 =31-36 2.3 
X5 =12-13 3.4 X13  =37-40 2.6 
X6 =14-16 4.5 X14 =41-44 2.3 
X7 =17 5.4 X15 =45-54 3.1 
X8 =18 3.6   
 
La frazione X6 , visto il buon grado di purezza, è stata analizzata mediante 
spettroscopia NMR. Tale analisi ha portato alla registrazione di dati che, confrontati 
con quelli presenti in letteratura per un composto noto, hanno permesso 
lidentificazione del prodotto isolato: 
 X6 COMPOSTO 15 
Acido 5-caffeoilchinico 
Ugualmente, la frazione X8 è stata analizzata direttamente mediante spettroscopia 
NMR e, è stato possibile identificare i prodotti isolati come: 
 X7 COMPOSTI 16 e 17 





♦ 1H-NMR (CD3CD): ä (ppm) 7.62 (1H, d, J= 15.4 Hz), 7.17 (1H, br s), 7.07 (1H, br 
d, J= 8.3 Hz), 6.80 (1H, d, J= 8.3 Hz), 6.36 (1H, d, 15.4 Hz), 5.32 (1H, m), 3.75 (1H, 
m), 4.22 (1H, m), 2.21 (2H, m).  
Composto 16: 
♦ 1H-NMR (CD3OD):ä (ppm) 8.00 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.94 (2H, d, J=8.5 Hz), 3.89 
(3H, s). 
Composto 17: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 8.00 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.94 (2H, d, J=8.5 Hz), 3.89 
(3H, s). 
 
3.7.4 Analisi della frazione XI 
La frazione XI (92 mg) è stata solubilizzata nella minima quantità di MeOH:H2O 
(1:9) e successivamente centrifugata. Il sovranatante è stato caricato su colonna SPE, 
costituita da un supporto solido in fase inversa di Lichroprep RP-18. La colonna è 
stata trattata in successione con MeOH e H2O, quindi eluita a gradiente crescente di 

















CH3COCN (+ H+) 
 
Le 57 frazioni raccolte sono state analizzate tramite cromatografia su strato sottile di 
gel di silice e da esse sono state ottenute 16 riunioni, come riportato nella seguente 
tabella: 
RIUNIONI PESO(mg) RIUNIONI PESO(mg) 
XI1=1-5 7.9 XI9=24-28 3.6 
XI2=6 1.5 XI10=29-33 1.5 
XI3=7-9 7.1 XI11=34-36 3.0 
XI4=10-11 2.2 XI12=37-41 1.7 
XI5=12-14 6.5 XI13=42-46 8.1 
XI6=15-16 6.4 XI14=47-51 12.3 
XI7=17-18 4.6 XI15=52-54 1.8 
XI8=19-23 3.8 XI16=55-57 2.0 
 
La frazione XI6, visto il grado di purezza riscontrato su lastra di silice, è stata 
analizzata direttamente tramite spettroscopia NMR. Dai dati registrati, confrontati con 
quelli riportati in letteratura per un composto noto, e dalla esatta corrispondenza fra 
essi, è stato possibile identificare il prodotto isolato come: 
 XI6 COMPOSTO 18 
Apigenina 6-C-â-D-glucopiranosil-8-C--D-apiofuranoside 
Composto 18: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.99 (2H, d, J=8.3 Hz), 6.94 (d, J=8.3 Hz), 6.63 (1H, 




♦ 13C-NMR (CD3OD): ppm 184.3 (C-4), 166.7 (C-7), 164.2 (C-2), 162.8 (C-5), 162.7 
(C-4'), 157.8 (C-9), 130.15 (C-2' e C-6'), 123.5 (C-1'), 116.8 (C-3' e C-5'), 109.2 (C-
6), 105.5 (C-10), 105.1 (C-8), 103.9 (C-3), 82.4 (C-5''), 80.1 (C-3'' e C-3'''), 77.1 (C-
1'''), 75.6 (C-1''), 72.3 (C-4'''), 72.0 (C-2''), 71.3 (C-4''), 70.8 (C-2'''), 65.1 (C-5'''), 62.3 
(C-6'').  
 
3.8 Frazionamento del residuo metanolico 
Il residuo metanolico (g 20.0), ottenuto dopo estrazione a temperatura ambiente con 
metanolo e successivo essiccamento con levaporatore rotante, è stato sciolto a caldo 
nella minima quantità di miscela MeOH:H2O (1:1). La soluzione così ottenuta è stata 
ripartita in un imbuto separatore con AcOEt saturo dacqua. E stata ottenuta così una 
fase organica RAcOEt (2.0 g)  ed una fase acquosa Rw; questultima è stata nuovamente 
ripartita con n-butanolo saturo dacqua, ottenendo una fase butanolica RBu ( 3.53 g ) 








3.9 Frazionamento del residuo AcOEt 
Un campione di RAcOEt  (2.0 g) è stato solubilizzato nella minima quantità  di MeOH 
(circa 10 ml) e successivamente centrifugato. Il surnatante è stato sottoposto a 
cromatografia ad esclusione molecolare su Sephadex LH-20, utilizzando come 
eluente  metanolo. Le frazioni raccolte sono state analizzate mediante cromatografia 
su strato sottile di gel di silice e riunite come riportato nella tabella seguente:  
 
RIUNIONI PESO (mg) RIUNIONI PESO (mg) 
A=6-12 64.9 N=44-45 25.3 
B=13-16 58.0 O=46-54 84.0 
C=17-18 49.1 P=55-58 22.2 
D=19-20 54.8 Q=59-62 22.0 
E=21-22 53.3 R=63-66 40.4 
F=23-24 68.9 S=67-72 69.2 
G=25-27 130.9 T=73-77 38.2 
H=28-31 285.0 U=78-81 34.5 
I=32-34 149.9 V=82-90 23.0 
J=35-36 54.2 W=91-96 27.4 
L=37-39 70.5 X=97-106 1.0 
M=40-43 66.0 Y=107-114 3.1 
 
 
3.9.1 Analisi della frazione O 
La frazione O, circa 84.0 mg, è stata sottoposta a cromatografia SPE. Sono stati 
utilizzati per tale analisi, 2.0 g di silice in fase inversa RP-18 e, come eluenti, miscele 



























H2O:MeOH (5:95 ) 
MeOH 
 
Le 51 frazioni raccolte, analizzate tramite cromatografia su strato sottile di gel di 
silice e trattamento con il reattivo spray solfato di cerio, sono state suddivise in 17 
riunioni: 
 
RIUNIONI PESO (mg) RIUNIONI PESO (mg) 
1=2-3 4.6 10=30-31 3.3 
2=4-7 3.8 11=32-34 3.7 
3=8-9 2.1 12=35-36 2.7 
4=11-15 7.6 13=37-38 1.1 
5=16 1.9 14=39-42 5.8 





7=19-20 2.9 16=46-47 2.2 
8=21-25 5.4 17=48-51 4.0 
9=26-29 10.9   
 
Le frazioni 1 e  3  sono state analizzate direttamente tramite spettroscopia NMR, 
dato il buon grado di purezza riscontrato su lastra di gel di silice e, dai dati registrati, 
confrontati con quelli riportati in letteratura per due composti noti, e dalla esatta 
corrispondenza fra essi,  è stato possibile identificare i prodotti isolati rispettivamente 
come: 
 1 COMPOSTO 19 
Acido protocatecuico 
 3 COMPOSTO 20 
Acido 3-caffeoilchinico 
Composto 19: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.43 (1H br s), 7.40 (1H, dd, J= 8.8 e 1.8 Hz), 6.79 
(1H, d, J= 8.8 Hz).  
Composto 20: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.57 (1H , d, J= 15.9 Hz), 7.05 (1H, br s), 6.95 (1H, br 
d, J= 8.1Hz), 6.75 (1H, d, J= 8.1 Hz), 6.3 (1H, d, 15.9 Hz), 5.32 (1H, m), 3.68 (1H, 
m), 4.12 (1H, m), 2.21 (2H, m). 
 
3.9.2 Analisi della frazione V 
La frazione V (circa 34 mg) è stata solubilizzata nella minima quantità di MeOH:H2O 
(1:9) e successivamente centrifugata. Il sovranatante è stato caricato su colonna SPE, 




La colonna è stata trattata in successione con MeOH e H2O e quindi eluita a gradiente 
con miscela MeOH:H2O (circa 20 ml) nelle seguenti proporzioni: 
 
       MeOH-H2O           N frazioni 
H2O  1-7 
1:9  8-14 
2:8  15-21 
3:7  22-28 
4:6  29-35 
1:1   36-42 
6:4  43-48 
7:3  49-55 
8:2  56-62 
9:1  63-68 
MeOH  69-73 
 
Le 73 frazioni raccolte, sulla base dei risultati ottenuti con TLC di gel di silice e 
trattamento con il reattivo spray solfato di cerio, sono state raggruppate in 8 riunioni, 











La frazione V5, è stata analizzata direttamente tramite spettroscopia NMR, visto il 
grado di purezza visibile su TLC di gel di silice dopo trattamento con il reattivo spray 





presenti in letteratura per una struttura nota, hanno reso possibile lidentificazione del 
composto isolato come:  
 V5 COMPOSTO  21 
Luteolina 4-O-â-D-glucopiranoside 
Composto 21: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.46 (1H, br d, J= 8.7 Hz), 7.43 (1H, br s), 7.31 (1H, d, 
J= 8.7 Hz), 6.61 (1H, s), 6.45 (1H, d, J= 1.9 Hz), 6.21 (1H, d, J= 1.9 Hz) 
♦ 13C-NMR (CD3OD): ppm 181.9 (C-4), 164.3 (C-2), 163.6 (C-7), 161.3 (C-5), 157.5 
(C-9), 148.0 (C-4'), 146.7 (C-3'), 125.3 (C-1'), 117.9 (C-6'), 116.1 (C-5'), 113.0 (C-2'), 
103.5 (C-10), 103.2 (C-3), 101.3 (C-1''), 98.3 (C-6), 93.1 (C-8), 78.8 (C-2''), 76.5 





3.10 Frazionamento del residuo butanolico 
Il residuo butanolico (RBuOH), di circa 3.0 g, è stato sciolto in 7 ml di MeOH e 
successivamente sottoposto a cromatografia Sephadex LH-20 ad esclusione 
molecolare, utilizzando come eluente MeOH ad un flusso di 1 ml/min.  
Sono state raccolte 120 provette di 7 ml ciascuna, che in base allanalisi 












3.10.1 Analisi della frazione I 
La frazione I, circa 300 mg, è stata solubilizzata nella minima quantità di MeOH:H2O 
(7:3). Il sovranatante, ottenuto dopo centrifugazione, è stato sottoposto ad analisi SPE, 
quindi caricato sul supporto solido di silice in fase inversa RP-18 (circa 6.0 g) e 
cromatografato, eluendo a gradiente con miscela MeOH:H2O (allincirca 40 ml) nelle 
seguenti proporzioni: 
                                                       nMeOH:H2             N frazioni 
H2O  1-10 
1:9   11-21 
2:8   22-33 
3:7  34-45 
RIUNIONI PESO RIUNIONI PESO 
A=1-9 11.8 L=56-62 68.1 
B=10-15 90.4 M=63-71 82.9 
C=16-19 150.1 N=72-81 40.5 
D=20-22 167.1 O=82-88 8.7 
E=23-27 415.7 P=89-93 1.3 
F=28-32 344.3 Q=94-99 2.6 
G=33-37 145.8 R=100-107 1.3 
H=38-43 151.7 S=108-120 25.0 





4:6  46-57 
1:1  58-69 
8:2  70-74 
9:1  75-79 
MeOH 80-85 
 
Le 85 frazioni, in base alle analogie tra le macchie presenti su lastra di gel di silice, 








La frazione I11, considerato il buon grado di purezza, è stata sottoposta ad esperimenti 
di spettroscopia NMR. 
I dati registrati dagli spettri concordano con quelli presenti in letteratura per due 
composti noti: 
 I11 COMPOSTI 22 e 23 
Schaftoside e Isoschaftoside 
Composto 21: 
♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.99 (2H, d, J= 8.7 Hz), 6.93 (2H, d, J=8.7 Hz), 6.63 
(1H, s). 
♦ 13C-NMR (CD3OD): 184.3 (C-4), 162.8 (C-5), 130.2 (C-2' e C-6'), 123.4 (C-1'), 
117.0 (C-3' e C-5'), 105.8 (C-8), 103.8 (C-3), 83.0 (C-5''), 80.3 (C-3''), 76.6 (C-3'''), 
75.9 (C-1'''), 75.2 (C-1''), 72.4 (C-2''), 71.7 (C-4''), 71.6 (C-5'''), 70.9 (C-4'''), 70.7 
(C-2'''), 63.1 (C-6''). 
I1=1 I6=24-28 I11=42-43 I16=50-54 
I2=2-5 I7=29-31 I12=44 I17=55-59 
I3=6-12 I8=32-36 I13=45-47 I18=60 
I4=13-18 I9=37-39 I14=48 I19=61-65 





♦ 1H-NMR (CD3OD): ä (ppm) 7.99 (2H, d, J= 8.7 Hz), 6.93 (2H, d, J=8.7 Hz), 6.63 
(1H, s). 
♦ 13C-NMR (CD3OD): 184.3 (C-4), 162.8 (C-5), 130.2 (C-2' e C-6'), 123.4 (C-1'), 
117.0 (C-3' e C-5'), 105.8 (C-8), 103.8 (C-3), 83.0 (C-5''), 80.3 (C-3''), 76.6 (C-3'''), 
75.9 (C-1'''), 75.2 (C-1''), 72.4 (C-2''), 71.7 (C-4''), 71.6 (C-5'''), 70.9 (C-4'''), 70.7 (C-
2'''), 63.1 (C-6''). 
Queste strutture sono due isomeri presenti in miscela nella stessa frazione, ma non 
abbiamo ancora chiarito se la pianta è in grado di produrli entrambi oppure se si è 









3.11 Test allelopatici 
Infine, allo scopo di valutare, in vitro, le possibili proprietà allelopatiche di Centaurea 
deflexa, sono stati eseguiti una serie di test di inibizione della germinazione, 
utilizzando i semi di ravanello. I semi impiegati consistevano in un campione 
commerciale. Gli estratti utilizzati nella prova sono stati: 
1. Acqua distillata (controllo) 
2. RW 
3. RM 
Nelle 3 prove, sono stati posti 50 semi di ravanello in capsule Petri, del diametro di 9 
cm, su carta da filtro imbevuta di 8 ml di ciascun estratto. Le capsule sono state poi 
sigillate con film trasparente di polietilene, per ridurre levaporazione ed evitare così 
aggiunte di liquidi durante la prova.  
Le plantule normali e anormali sono state contate giornalmente per la durata di 10 
giorni, rimuovendo i semi regolarmente germinati.  
Oltre ai dati relativi alla % di germinabilità, è stata determinata lenergia germinativa, 
attraverso il calcolo del Tempo Medio di Germinazione (TMG), usando il metodo di 
Ellie e Roberts (1980). 
TMG (giorni)= sommatoria del prodotto dei semi germinati in ogni giorno per il 






3.12 Elucidazioni strutturali 
3.12.1 Indagine chimica 
Le parti aeree di Centaurea deflexa sono state sottoposte ad estrazione esauriente con 
solventi a polarità crescente. I residui, ottenuti dai vari estratti, sono stati quindi 
frazionati con metodologie diverse, allo scopo di isolare il maggior numero possibile 
di costituenti allo stato puro. In particolare si è cercato di mettere a punto un metodo 
generale di estrazione e frazionamento che ha portato allottenimento di miscele di 
composti, suddivisi in classi abbastanza omogenee, e che ha facilitato il successivo 
isolamento di questi. 
Lelucidazione strutturale si è basata essenzialmente sulle varie tecniche di risonanza 
magnetica nucleare, compresi i più moderni esperimenti bidimensionali. 
Infatti nel campo dei prodotti naturali la risonanza magnetica nucleare riveste un 
ruolo di primo piano per lottenimento di informazioni utili alla risoluzione di 
problemi strutturali, configurazionali e conformazionali. Fino a pochi anni or sono tali 
informazioni potevano essere dedotte solo ragionando in termini di valori di chemical 
shifts, costanti di accoppiamento ed esperimenti di doppia risonanza; questi ultimi in 
modo particolare richiedevano degli spettri con picchi molto ben risolti e separati. Nel 
caso di spettri che presentavano delle sovrapposizioni di segnali, venivano perse 
molte informazioni strutturali; limpiego di magneti sempre più potenti ha migliorato, 
ma non risolto completamente, tale situazione. Negli ultimi anni si è assistito ad una 
rivoluzione imprevedibile grazie alle tecniche che impiegano una doppia trasformata 
di Fourier e che presentano i dati spettrali in forma bidimensionale e noti nel loro 
insieme come spettroscopia bidimensionale (2DNMR). Questi metodi permettono di 





dispersi in due dimensioni ed inoltre forniscono utili informazioni sulla correlazione 
dei segnali. Gli esperimenti bidimensionali più utilizzati vengono descritti di seguito. 
L'esperimento COSY (acronimo di COrrelated SpectroscopY) permette di correlare i 
chemical shifts attraverso gli accoppiamenti scalari omonucleari, e perciò è la tecnica 
NMR bidimensionale di primaria importanza da usare nell'elucidazione strutturale. La 
caratteristica essenziale di uno spettro COSY è la presenza dei cosiddetti 
"cross-peaks" all'interno di una matrice quadrata che permettono una mappatura 
diretta delle correlazioni fra i vari spin. Quindi, partendo da una risonanza ben 
distinguibile dalle altre (ad esempio un protone anomerico, uno vinilico, ecc.), è 
possibile identificare ed assegnare completamente i vari sistemi di spin presenti nella 
molecola. Addirittura, nel caso di molecole relativamente semplici, questo tipo di 
esperimento da solo è spesso sufficiente per definire completamente ed in maniera 
non ambigua la struttura in esame. 
Gli spettri COSY presentano altre interessanti proprietà, la principale delle quali si 
rivela spesso molto utile, anche se talvolta può essere fonte di qualche disturbo, e cioè 
la possibilità che le correlazioni possano essere generate anche da accoppiamenti 
estremamente piccoli. Negli spettri protonici monodimensionali ordinari infatti, gli 
accoppiamenti significativamente più piccoli della larghezza di riga non possono 
essere risolti, e quindi possono risultare non rivelabili o, al massimo, apparire come 
slargamenti del segnale. Nel COSY invece anche gli accoppiamenti di questo tipo 
possono ancora generare dei cross-peaks, sebbene di intensità ridotta, che però 
talvolta possono essere confusi con quelli generati da accoppiamenti a quattro o a 
cinque legami, rendendo pertanto più difficoltosa l'interpretazione dello spettro. Al 




risoluzione dei problemi di elucidazione strutturale. Addirittura, modificando 
opportunamente la sequenza COSY, è possibile esaltare queste correlazioni 
long-range a discapito di quelle geminali e/o vicinali. 
L'esperimento di HETeronuclear CORrelation, HETCOR, può essere visto come 
l'analogo eteronucleare del COSY. In esso i due assi rappresentano i chemical shifts 
di due diversi nuclei, di solito 1H e 13C. I cross-peaks derivano in questo caso da 
nuclei che sono direttamente legati fra loro (quindi gli atomi di carbonio quaternari, 
non portando legato alcun protone, non danno luogo ad alcun segnale). Esistono 
molte applicazioni possibili di questo tipo di esperimento. La più evidente è quella 
che permette di derivare l'assegnazione di uno spettro 13C a partire dal corrispondente 
spettro protonico e viceversa. Inoltre l'esame di uno spettro HETCOR in 
combinazione con il corrispondente spettro COSY è probabilmente la tecnica che 
permette di ottenere il maggior numero di indicazioni per risalire alla struttura di una 
molecola incognita. Infatti le informazioni ottenibili dai due tipi di esperimenti sono 
complementari: il COSY contiene quelle che permettono di ricostruire dei frammenti 
molecolari grazie agli accoppiamenti vicinali, mentre l'esperimento eteronucleare 
contiene informazioni più disperse, con meno sovrapposizione dei segnali. Infatti, 
perfino se lo spettro protonico (e quindi la diagonale di quello COSY) appare 
intrattabile, la parte 13C dell'esperimento HETCOR può essere usata come punto di 
riferimento da cui partire per l'assegnazione delle singole risonanze. I cross-peaks 
dello spettro COSY che si presentano più risolti, cioè quelli più lontani dalla 
diagonale, possono essere correlati con le corrispondenti risonanze 13C per mezzo 
dell'HETCOR e quindi, partendo da una qualsiasi risonanza nota, è possibile 





Una variante dellesperimento HETCOR è quello di COrrelation spectroscopy for 
LOng-range Couplings, COLOC, che permette di evidenziare delle correlazioni a 24 
legami fra un atomo di 1H ed uno di 13C; esso presenta il vantaggio di mostrare delle 
correlazioni anche con atomi di carbonio quaternari, non visibili con lesperimento 
precedente. 
Infine un altro esperimento molto importante è il NOESY, acronimo di Nuclear 
Overhauser Effect SpectroscopY, che consente di evidenziare le vicinanze spaziali fra 
i vari atomi della molecola sfruttando leffetto Overhauser. 
Fra le tecniche multiimpulso monodimensionali va ricordato in maniera particolare 
lesperimento DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) che 
permette di risalire al numero di protoni direttamente legati ad un atomo di carbonio, 
variando opportunamente alcuni parametri. 
Per lo studio di piccolissime quantità di composto ci si può avvalere della 
spettroscopia bidimensionale NMR inverse-detected. Questo tipo di esperimenti 
sfrutta la possibilità di creare una coerenza eteronucleare impiegando il protone per la 
rivelazione del segnale. In questo modo l'esperimento HSQC (Heteronuclear Single 
Quantum Coherence) risulta molto più sensibile del corrispondente HETCOR, che 






3.13 Estratto esanico 
Il composto puro 1 produce su strato sottile una macchia rosso-bruna con il reattivo al 
solfato di cerio che suggerisce la presenza di uno scheletro triterpenoidico o steroideo. 
Lo spettro protonico registrato in CDCl3, presenta i segnali di sei gruppi metilici dei 
quali due appaiono come singoletti (0.68 e 1.01 ), tre come doppietti (0.92, 0.84 e 
0.81 . Abbiamo inoltre il segnale di un protone olefinico a 5.35 che si presenta 
come un multipletto. 
Il doppio legame viene confermato dalle risonanze dello spettro 13C-NMR a 140.7 e 
121.7 ppm. Infine nello spettro protonico è presente il multipletto di un atomo di 
idrogeno carbinolico a 3.52 confermato dal segnale a 71.8 ppm dello spettro 13C-
NMR. 
Questi dati concordano con quelli di letteratura per il -sitosterolo (Garg et al., 1986; 











Lassegnazione completa di tutte le risonanze 13C-NMR è riportata nella tabella a 
pagina seguente (per i segnali 1H-NMR vengono riferiti solo quelli chiaramente 

































Il composto puro 2 reagisce su TLC con il reattivo al solfato di cerio fornendo la 
tipica colorazione di un flavonoide. 
 
1H () 13C ( 
1  37.2 
2  31.6 
3 3.52 m 71.8 
4  42.2 
5  140.7 
6 5.35 m 121.7 
7  31.9 
8  31.9 
9  50.1 
10  36.5 
11  21.0 
12  39.7 
13  42.2 
14  56.7 
15  24.3 
16  28.7 
17  56.0 
18 0.68 s 11.8 
19 1.01 s 19.4 
20  36.1 
21 0.92 d, J=6.5 Hz 18.7 
22  33.9 
23  26.0 
24  45.8 
25  29.1 
26 0.81 d, J=6.6 Hz 19.8 
27 0.84 d, J=6.6 Hz 19.0 
28  23.0 




Lanalisi dello spettro 1H-NMR conferma questa ipotesi. Infatti sono presenti i due 
singoletti slargati, in realtà due doppietti di protoni in relazione meta generati dagli 
idrogeni in posizione 6 ed 8 dellanello A a 6.54 e 6.57 ppm, rispettivamente. Inoltre i 
due doppietti (J=8.9 Hz) a 6.99 e 7.83 ppm, integranti ciascuno per due protoni, 
rivelano la sostituzione in 4 dellanello B. Infine abbiamo i segnali dei tre metossili a 
3.86, 3.88 e 3.94 ppm. 
Questa situazione è perfettamente compatibile con quella del 3,7,4-trimetossi-







Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 2 è riportata 
nella tabella seguente: 
 
1H () 13C ( 
2   
3   
4   
5   
6 6.54 br s  
7   
8 6.57 br s  
1   
2 7.83 d J=8.9 Hz  
3 6.99 d J=8.9 Hz  
4   
5 6.99 d J=8.9 Hz  





3 OMe 3.88 s 60.68 
7 OMe 3.86 s 56.25 
4OMe 3.94 s 56.14 
 
Lo spettro NMR protonico del composto puro 3 si presenta molto simile al 
precedente. Lunica differenza degna di nota è la presenza del sistema ABM 
dellanello B, costituito da un doppietto (J=8.6 Hz) a 6.96 ppm, un secondo doppietto 
(J=2.0 Hz) a 7.32 ppm ed un doppio doppietto (J=8.6 e 2.0 Hz) a 7.51 ppm, indicativi 
della sostituzione in 3 e 4 di tale anello. Il composto viene pertanto identificato 










Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 3 è riportata 
nella tabella seguente: 
 
 
1H () 13C ( 
2   
3   
4   
5   
6 6.55 br s  
7   




1   
2 7.32 d J=2.0 Hz  
3   
4   
5 6.96 d J=8.6 Hz  







4OMe 3.96 s 56.14 
 
 
Il composto puro 4, ottenuto dalla frazione P della Sephadex del REM reagisce con il 
reattivo al solfato di cerio fornendo una macchia rosata. 
Il suo spettro 1H-NMR registrato in CD3OD presenta una serie di segnali parzialmente 
sovrapposti nella zona compresa fra 6.50 e 7.00 . 
Grazie allo spettro COSY è però possibile identificare questi segnali come due sistemi 
ABM situati su due diversi anelli aromatici trisostituiti. 
A 3.79 e 3.83 troviamo due singoletti integranti rispettivamente per 6 e per 3 protoni. 
Infine sono presenti i multipletti non risolti di 8 protoni alifatici fra 2.51 e 4.14  
formanti un sistema di spin indipendente. 
Nello spettro 13C-NMR, registrato in CD3OD, sono presenti 20 risonanze che, per 
mezzo di esperimenti DEPT, vengono suddivise in 8 gruppi CH, 3 CH2, 2 CH3 e 7 C 
quaternari.  
Queste informazioni permettono di ricostruire la struttura di un lignano avente una 





Dal confronto dei dati sperimentali con quelli della letteratura è possibile identificare 













Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 4 è quella 
riportata nella tabella seguente: 
 
 




6.44 d J=1.9 Hz 
129.5 
112.0 
3  147.8 
4  146.7 
5 6.72 d J=8.1 Hz 111.5 
6 6.55 dd J=8.1 e 1.9 Hz 120.6 












4.12 dd J=9.3 e 6.8 Hz 
 
6.61 d J=1.9 Hz 
 
 
6.80 d J=7.8 Hz 
6.60 dd J=7.8 e 1.9 Hz 
2.90 dd J=5.3 e 1.7 Hz 





























Il composto puro 5, ottenuto da una cromatografia flash su colonna di gel di silice, 
della frazione D della Sephadex del REM, su lastra di gel di silice si presenta come una 
macchia verde scuro dopo reazione con il reattivo spray solfato di cerio. 
Lo spettro 13C-NMR registrato in CDCl3 mostra 19 segnali che, in base ad esperimenti 
DEPT, vengono suddivisi in 6 CH, 6 CH2  1 CH3 e 6 C quaternari. A loro volta i 6 
metini possono essere suddivisi, sulla base del valore del chemical shift, in 3 CH 
alifatici e 3 gruppi ossimetinici; nel caso dei CH2 abbiamo 2 metileni alifatici, e 4 
vinilici; infine i C quaternari sono 4 di tipo vinilico e 2 di tipo carbonilico. 
Lo spettro 1H-NMR, anchesso misurato in CDCl3, si presenta estremamente ricco in 
segnali, quasi tutti strutturati e di difficile interpretazione. Fortunatamente, grazie ad 
esperimenti COSY, è possibile risalire a tutti gli accoppiamenti scalari presenti nella 
molecola. 
La presenza di due doppietti accoppiati fra loro (J=3.0 Hz), integranti entrambi per un 
protone, a 5.55 e 6.17  lascia intuire la presenza di lattone sesquiterpenico di tipo 
-metilene--lattonico. 
La presenza di 4 segnali in più nello spettro 13C-NMR, oltre ai 15 teorici, è indicativa 
della presenza di una catena laterale che sostituisce lo scheletro lattonico. Dal 
confronto con i dati di letteratura è possibile identificare lo scheletro di un 





un residuo di acido metacriloilico che esterifica lOH in posizione 8 della molecola 
















Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 5 è quella 
riportata nella tabella che segue: 
 









3 4.19 dd J=10.2 e 9.0 Hz 73.8 CH 
4 1.70 m; 2.36 m 39.1 CH2 
5 3.14 m 45.3 CH 
6  141.8 C 


















5.55 d J=3.0 Hz; 6.17 d J=3.0 Hz 
5.06 br s; 5.10 br s 
5.31 t J=1.6 Hz; 5.44 t J=1.6 Hz 
 
 
5.42 m; 6.13 m 





























Il composto puro 6 mostra spettri NMR molto simili a quelli dellaguerin B (5). La 
differenza principale che si riscontra negli spettri 13C e DEPT consiste nellassenza 
del segnale del metile e nella comparsa di una risonanza attribuibile ad un carbonio di 
tipo idrossimetilenico. E pertanto facile supporre che lacido che esterifica lOH in 
posizione 8 sia acido 4-idrossimetacriloilico. Questa molecola è nota comunemente 
con il nome di cinaropicrina. I dati di letteratura sono in buon accordo con i dati 

















Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 6 è riportata 
nella tabella seguente: 
 
 
1H () 13C 
( 
DEPT 
2 1.70 m; 2.37 m 39.2 CH2 
3 4.20 dd J=10.3 e 8.8 Hz 73.8 CH 
4  152.3 C 
5 2.04 m 51.5 CH 
6 4.51 m 78.5 CH 




















5.56 d J=3.1 Hz 
6.17 d J=3.1 Hz 
5.06 d J=1.2 Hz; 5.12 d J=1.2 Hz 













1  165.3 C 
2  137.4 C 
3 5.90 d J=1.1 Hz; 6.27 d J=1.1 Hz 126.7 CH2 
4 4.33 s 62.3 CH2 
 
 
Anche il composto puro 7 appartiene alla classe dei lattoni sesquiterpenici. La 
differenza principale rispetto ai due composti precedenti consiste nel fatto che sono 
assenti i segnali del gruppo acilico. Pertanto in posizione 8 è presente un gruppo OH 
libero e questa molecola è conosciuta come 8-desacilcinaropicrina. I dati di 


















Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 7 è quella 
riportata nella tabella seguente: 
 
 
1H () 13C ( DEPT 
2 
3 
1.71 m; 2.37 m 





4  152.3 C 
5 2.14 m 51.5 CH 
6 4.54 t J=7.3 Hz 78.5 CH 














5.56 d J=3.2 Hz; 6.22 d J=3.2 Hz 
4.94 br s; 5.13 br s 



















3.14 Estratto cloroformio-metanolo 9:1  
Il composto puro 8, ottenuto dalla cromatografia su Sephadex del RCM, viene rivelato 
come macchia gialla su TLC in seguito a trattamento con il reattivo spray NTS/PEG, 
per cui si suppone una sua natura flavonoidica. 
Nel suo spettro 1H-NMR registrato in DMSO è presente il tipico sistema a tre spin 
AMX di un anello aromatico trisostituito formato da un doppietto (J=1.9 Hz) a 7.57 , 
un doppio doppietto (J=1.9 e 8.1 Hz) a 7.58 ed un secondo doppietto (J=8.1 Hz) a 
6.88 . Sono poi presenti i due doppietti relativi ai due protoni dell'anello 1, H-6 ed H-





singoletti, il primo integrante per un protone a 6.99  generato dall'atomo di idrogeno 
in posizione 3 del nucleo flavonico, ed il secondo integrante per tre protoni relativo ad 
un gruppo metossilico aromatico a 3.88 Infine è possibile evidenziare la presenza di 
una porzione saccaridica per la presenza di un doppietto a 5.05 , la cui costante di 
accoppiamento di 7.0 Hz ci indica la sua conformazione , e di un multipletto nella 
zona compresa fra 3.4 e 3.9 . In base ai dati spettrali 13C-NMR è possibile 
identificare come -D-glucosio lo zucchero, mentre sulla base di tipici shifts subiti 
dagli atomi di carbonio orto, para ed ipso, rispetto a modelli non sostituiti, nella 
posizione 7 la sua collocazione ed in quella 3' quella del gruppo metossilico.  
Quindi l'unica struttura possibile è quella del crisoeriolo-7-O--D-glucopiranoside, 


















Riassumendo, l'attribuzione completa di tutte risonanze NMR è riportata nella 
seguente tabella: 
 
 1H (DMSO 13C () DMSO 
2  166.1 
3 6.99 103.4 
4  182.0 




6 6.44 d, J=2.0 Hz 99.5 
7  163.0 
8 6.86 d, J=2.0 Hz 95.0 
9  156.8 
10  105.4 
1'  120.5 
2' 7.57 d, J=1.9 Hz 110.4 
3'  151.0 
4'  148.1 
5' 6.88 d, J=8.1 Hz 115.8 
6' 7.58 dd, J=1.9 e 8.1 Hz 121.3 
1'' 5.05 d, J=7.0 Hz 100.0 
2''  73.1 
3''  76.5 
4''  69.6 
5''  77.2 
6''  60.6 
OCH3 3.88 s 56.0 
 
 
Il prodotto puro (9) ancheesso ottenuto dalla cromatografia su Sephadex del RCM; 
esso reagisce al reattivo NTS/PEG dando una colorazione giallo-arancio. 





mostra il tipico modello di splitting dei segnali dellanello B 
3',4'-diidrossisostituito costituito da un sistema a tre spin di tipo ABX sotto forma di 
un doppietto a 7.41  (J=1.9 Hz), un doppio doppietto a 7.39  (J=8.8 e 1.9 Hz) ed un 
doppietto a 6.88  (J=8.8 Hz), ciascuno integrante per un protone. 
Anche gli altri due doppietti a 6.41 e 6.18  (J=2.0 Hz) rivelano la presenza del 






Inoltre è presente un singoletto a 6.51  integrante per un protone, che rivela essere di 
tipo vinilico isolato, come nel caso dellatomo di idrogeno legato sulla posizione 3 di 
un flavone. Lipotesi è stata confermata dalla presenza del segnale di un gruppo 
metinico a 102.9 ppm nello spettro 13C-NMR, generato dal corrispondente atomo di 
carbonio C3. 
Dalla combinazione di questi dati lunica struttura che soddisfa tutte le condizioni è 








Vista la sua vasta distribuzione nel regno vegetale questo flavonoide risulta 
scarsamente importante dal punto di vista chemiosistematico, anche perché è un 
normale costituente del genere Centaurea. 
Lattribuzione completa di tutte le risonanze NMR è riportata nella successiva tabella: 
 
 1H () 13C () DEPT 
2  164.2 C 
3 6.51, s 102.9 CH 
4  181.7 C 
5  161.5 C 
6 6.18 d, J=2.0 Hz 98.9 CH 
7  163.9 C 




9  157.3 C 
10  103.8 C 
1  119.0 C 
2 7.41 d, J=1.9 Hz 113.4 CH 
3  145.8 C 
4  149.7 C 
5 6.88 d, J=8.8 Hz 116.1 CH 
6 7.39 dd, J=8.8 e 1.9 Hz 121.6 CH 
 
 
Tale aglicone è molto diffuso in natura soprattutto si ritrova sotto forma di essudato 
sulle foglie (Harborne e Baxter, 1993). 
Il prodotto puro (10) ottenuto da una cromatografia a gravità su colonna di gel di 
silice (3x35 cm), della frazione V della Sephadex del residuo RCM, presenta un unica 
macchia, la quale reagisce su TLC al reattivo spray al solfato di cerio fornendo una 
colorazione blu-viola. 
Il suo spettro UV registrato in metanolo mostra due massimi di assorbimento a 223 e 
266 nm che suggeriscono la presenza di un sistema aromatico coniugato con una 
catena laterale insatura. 
Dal suo spettro 1H-NMR registrato in CD3OD è possibile identificare tale catena 
laterale come un residuo di alcool propilenico grazie alla presenza di un sistema 
ABX2 costituito da un doppietto a 6.56  accoppiato con una costante di 15.7 Hz ed 
un doppio tripletto a 6.32 . 
L'elevato valore della J suggerisce la configurazione trans del doppio legame. 
L'ultimo segnale è accoppiato anche con J=5.3 Hz con il doppietto integrante per due 
atomi di idrogeno centrato a 4.24 . Il valore del chemical shift suggerisce che esso 





modello di accoppiamenti è confermato dai cross-peaks presenti nello spettro COSY. 





Questa è supportata anche dai segnali presenti nello spettro 13C-NMR a 131.2, 130.0 e 
63.6 ppm che, dallo spettro HETCOR, risultano direttamente legati ai protoni 
risuonanti rispettivamente a 6.55, 6.33 e 4.23 . 
La presenza di un singoletto integrante per due protoni a 6.76  suggerisce che la 
molecola in esame possieda due atomi di idrogeno aromatici equivalenti posti in 
maniera simmetrica. Questa ipotesi è confermata dalla correlazione evidenziata dallo 
spettro HETCOR con il segnale del metino a 105.3 ppm. 
Nella zona compresa fra 3 e 4  nello spettro protonico, sono presenti svariati 
multipletti scarsamente risolti che fanno ipotizzare la presenza di uno zucchero, anche 
se non è visibile il doppietto dell'idrogeno anomerico perché coperto dal segnale 
dell'acqua contenuta nel solvente deuterato. Nello spettro COSY è però possibile 
evidenziarne la presenza grazie alla correlazione visibile fra esso ed il multipletto 
centrato a 3.45 . Lo spettro 
13
C-NMR permette di identificare lo zucchero come -D-
glucosio. 
In fine, nello spettro 
1
H-NMR è presente un singoletto integrante per sei protoni a 
3.86 , tipico di due gruppi metossilici legati ad un sistema aromatico. Questo 
singoletto correla, nello spettro HETCOR, con un unico segnale a 57.0 ppm per cui 




maniera simmetrica. Da queste considerazioni è possibile ipotizzare due strutture 













Lo spettro NOESY evidenzia delle correlazioni fra il segnale del metossile a 3.86  e 
quello dei due protoni aromatici equivalenti a 6.76 e con i segnali del glucosio. 
Sono invece assenti delle correlazioni fra i due protoni aromatici e lo zucchero. 
Inoltre sono presenti delle interazioni fra i protoni aromatici e quelli vinilici. Da ciò si 
deduce che i metossili sono vicini spazialmente sia al glucosio che ai protoni 
aromatici e pertanto la struttura corretta risulta quella contrassegnata con la lettera A. 
Questa corrisponde ad un composto fenilpropanoidico molto diffuso in natura, la 
siringina (Mizutani K. et al., 1988). Tale sostanza infatti è stata isolata da piante 
appartenenti a molte famiglie diverse quali quelle del genere Foeniculum (Apiaceae) 
(Ono et al., 1997), Fagus sylvatica (Fagaceae) (Dubeler et al., 1997), Viburnum 
awabuki (Caprifoliaceae) (Sato et al., 1996), Carthamus pinctoris (Asteraceae) 















Questo composto sembra avere un ruolo difensivo per le piante contro gli attacchi dei 
parassiti (Dubeler et al., 1997) (Harborne e Baxter, 1993); infatti l'acido siringico che 
deriva da questo composto ha dimostrato un attività fungicida. Inoltre il suo aglicone 
e uno dei monomeri base, insieme ai residui p-idrossifenilici e guaiacilici, per la 
biosintesi della lignina, polimero tridimensionale importantissimo per gli organismi 
vegetali a cui impartisce resistenza meccanica. I residui di tipo siringilico risultano 
molto abbondanti soprattutto nella lignina delle angiosperme e in quelle delle cellule 
sclerenchimatiche. 
La siringina, pertanto, potrebbe essere una forma idrosolubile di trasporto di questi 

















Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto 10 è 




1H () 13C () DEPT 
1  135.2 C 
2 e 6 6.76, s 105.4 CH 
3 e 5  154.3 C 




 4.24, d, J=5.86 Hz 63.6 CH2 
 6.32, dt, J=15.7 e 5.3 Hz 130.0 CH 
 6.56, d, J=15.7 Hz 131.2 CH 
OCH3 3.86, s 57.0 CH3 
 4.85 105.3 CH 
 3.45, m 75.7 CH 
 3.41, m 77.8 CH 
 3.43, m 71.3 CH 
 3.19, m 78.3 CH 
 3.78, m 62.5 CH2 
 
 
3.15 Estratto cloroformico 
Il composto puro (11) mostra spettri NMR molto simili a quelli di altri lattoni 
sesquiterpenici isolati precedentemente (Massetani 2004), in particolare laguerin B. 
La differenza principale che si riscontra negli spettri 13C e DEPT consiste nellassenza 
del segnale del metile e nella comparsa di una risonanza attribuibile ad un carbonio di 
tipo idrossimetilenico. E pertanto facile supporre che lacido che esterifica lOH in 
posizione 8 sia acido 4-idrossimetacriloilico. Questa molecola è nota comunemente 
con il nome di cinaropicrina. I dati di letteratura sono in buon accordo con i dati 







Riassumendo, l'assegnazione completa dei segnali NMR per il composto (11) è 




















1H () (CDCl3) 13C ( DEPT 
2 1.70 m; 2.37 m 39.2 CH2 
3 4.20 dd J=10.3 e 8.8 Hz 73.8 CH 
4  152.3 C 
5 2.04 m 51.5 CH 
6 4.51 m 78.5 CH 










2.39 m; 2.72 m 
 
5.56 d J=3.1 Hz 
6.17 d J=3.1 Hz 
5.06 d J=1.2 Hz; 5.12 d J=1.2 Hz 

















1  165.3 C 
2  137.4 C 
3 5.90 d J=1.1 Hz; 6.27 d J=1.1 Hz 126.7 CH2 
4 4.33 s 62.3 CH2 
 
 
Il composto puro (12) si presenta su TLC come una macchia di color bruno verdastro. 
I suoi dati spettroscopici sono molto simili a quelli di un composto isolato 
precedentemente, noto come desacilcinaropicrina (Massetani A., 2004). Tuttavia sono 
presenti alcuni segnali in più che, dallo spettro 1H-NMR, lasciano intuire la presenza 
di unulteriore catena alifatica lineare per la presenza di un tripletto slargato a 0.87 
ppm accoppiato con un segnale generato da vari metileni legati fra loro e centrato a 
1.30 ppm. Questa situazione è confermata dallo spettro 13C-NMR in cui, oltre ai 
picchi della desacilcinaropicrina, sono presenti i segnali tipici di una porzione di acido 
esanoico che esterifica uno dei due gruppi ossidrilici. Al momento non è ancora 




necessario attendere i risultati di un esperimento COLOC che evidenzi gli 
accoppiamenti long-range fra il carbossile dellacido ed il protone legato allatomo di 
carbonio carbinolico recante lossidrile esterificato. Tali misurazioni, insieme 
allesecuzione di uno spettro di massa che confermi ulteriormente la struttura, sono 
attualmente in corso. 
La struttura ipotizzata è pertanto quella di un nuovo composto naturale, ovvero quella 










































































Il composto puro (13) si presenta su TLC come una macchia di color bruno. Il suo 
spettro 1H-NMR suggerisce una struttura lattonica sesquiterpenica non di tipo -
esometilenica (cioè in cui sia assente il doppio legame esociclico fra le posizioni 11 e 
13). Questa caratteristica è chiaramente evidenziabile grazie allassenza dei due tipici 
doppietti con costante di accoppiamento di circa 3 Hz posizionati a cavallo di 6 ppm 
(circa 5.5 e 6.2 ppm, rispettivamente). Questa situazione è confermata dallo spettro 
13C-NMR in cui sono assenti i tipici segnali del metilene vinilico intorno ai 122 ppm e 
del carbonio quaternario a circa 137 ppm. Nello spettro 13C-NMR sono presenti i 




due metini carbinolici a 70.5 e 82.8 ppm. Altri segnali facilmente attribuibili sono 
quelli di un vinile esociclico il cui metilene e carbonio quaternario risuonano 
rispettivamente a 116.3 e 143.5 ppm. Altra caratteristica che si nota è la presenza di 
soli 14 segnali invece dei 15 teorici. Esclusa la possibilità di sovrapposizione di due 
risonanze, si può ipotizzare di essere in presenza di una struttura nor-sesquiterpenica, 
e più precisamente nor-guaianolidica. Sulla base del confronto con porzioni di 
strutture simili, è possibile stabilire che il doppio legame sia posizionato fra gli atomi 
di carbonio 10 e 14, lossidrile sul C-8 ed il carbonile sul C-3. In base ai valori di 
chemical shift del metile 13 e del C-8 è possibile anche ipotizzare un orientamento al 
di sotto del piano per il metile 13. Pertanto la struttura ipotizzata per il composto (13) 








Tale composto è stato isolato per la prima volta in natura, anche se sono necessari 
ulteriori dati, di spettrometria di massa e 2D-NMR, attualmente in corso di 
esecuzione, per confermare lipotesi strutturale, particolarmente per quel che riguarda 
la stereochimica della molecola e la certa attribuzione delle risonanze, soprattutto di 
quelle protoniche.  
Lattribuzione ipotizzata delle risonanze 13C-NMR è al momento riportata nella 














C () (CDCl3) DEPT 
1 48.0 CH 
2 49.2 CH2 
3 219.0 C 
4 44.1 CH2 
5 52.2 CH 
6 82.8 CH 
7 56.7 CH 
8 70.5 CH 
9 40.3 CH2 
10 143.5 C 
11 44.1 CH 









Si tratta pertanto di un 15-nor-guaianolide, classe di lattoni sesquiterpenici 
estremamente rara in natura,  come dimostrato dallisolamento di soli altri 4 derivati, 
sempre da altre piante appartenenti alla famiglia delle Asteraceae (Rustaiyan A., 
1991, Rustaiyan A., 1992, Appendino G., 1993 e Bardon A., 1996,). E comunque la 
prima volta che questa classe di derivati viene isolata dal genere Centaurea. 
 
 
Gli spettri NMR del prodotto puro (14) si presentano molto simili a quelli di un 
composto precedentemente isolato, noto come arctigenina (Massetani A., 2004). Sono 
però presenti dei segnali in più che indicano la presenza di una porzione saccaridica. 
Nello spettro 1H-NMR non è visibile il segnale del protone anomerico dello zucchero 




dei multipletti nella zona compresa fra 3 e 4 ppm, dovuti ai restanti protoni 
saccaridici. Per mezzo di esperimenti 13C-NMR è possibile identificare lo zucchero 
come -D-glucosio e, sulla base dei tipici shifts subiti dagli atomi di carbonio ipso, 
orto e para,  è possibile stabilire che lossidrile interessato alla glicosilazione è quello 
legato al C-4'.  











Lattribuzione delle singole risonanze è pertanto la seguente: 
 
 




6.62 br s 
132.4 
112.8 
3  150.2 
4  148.9 
5 6.64 d J=8.3 Hz 114.6 
6 6.56 m 121.9 






4.14 m e 3.88 m 
 










































7.05 d J=8.3 Hz 
6.56 m  
2.84 m  





        4.82 m 
 3.51 m 
 3.49 m 
 3.42 m 
 3.39 m 



















Il prodotto puro (15), ottenuto da una cromatografia SPE su colonna di gel di silice in 
fase inversa della frazione X della Sephadex del residuo RCM, presenta un unica 
macchia, la quale reagisce su TLC come macchia celeste fluorescente alla luce di 366 
nm, in seguito a reazione con NTS-PEG. 
Dal suo spettro 1H-NMR, registrato in CD3OD, si evidenzia un sistema ABX 
aromatico, costituito da un doppietto a 6.36 ed un doppietto a 7.62  accoppiato con 
una costante di 15.7 Hz che indicano la presenza di un doppio legame in 
configurazione trans. Sono presenti anche i segnali di protoni legati ad atomi di 
carbonio carbinolici nella zona tra 3.5  e 5.5 sotto forma di multipletti, alcuni 
parzialmente coperti dal segnale dellacqua contenuta nel solvente deuterato. 




Questa situazione è tipica di un acido caffeico, esterificato con residuo di acido 
chinico. Resta da chiarire la posizione di tale esterificazione. In base ad uno studio 
condotto da Iwahashi et al. (1985), è possibile stabilire, dal valore del chemical shift 
del protone legato al C-quale dei tre ossidrili nella posizione 3, 4 e 5 dellacido 
chinico sia coinvolto. Infatti tale protone mostra un diverso shift paramagnetico a 
seconda del tipo di estere. Nel nostro caso il valore di 6.36 per H-è in buon 
accordo con il legame estereo fra lacido caffeico e lossidrile legato al C-5 dellacido 
chinico.  



























1H-NMR () (CD3OD) 













7.17 (br s) 
6.80 (br d. J=8.3 Hz) 
7.07 (br d. J=8.3 Hz) 
7.62(br d. J=15.4 Hz) 
6.36 (br d. J=15.4 Hz) 
 
 
Tale composto è stato isolato e identificato in numerose specie di Centaurea, ma in 
maggiore quantità nella C. montana e nella C. orientalis. (Monya M., 1971). 
Il composto puro (16), ottenuto mediante cromatografia SPE su colonna di gel di 
silice in fase inversa, eseguita sulla frazione X, derivata da cromatografia ad 
esclusione molecolare con colonna Sephadex LH-20 del residuo RCM, presenta un 
unica macchia, la quale reagisce su TLC come macchia gialla, in seguito a reazione 
con solfato di cerio spray. 
Il suo spettro di risonanza magnetica nucleare protonica, registrato in CD3OD, 
presenta due doppietti a 8.00  e 6.94  (J= 8.8 Hz), integranti ciascuno per due atomi 
di idrogeno, tipici di un sistema a quattro spin AA'BB', cioè dellanello B di un 
flavonoide 4'-idrossi sostituito. I rimanenti due doppietti con J=1.9 Hz  a 6.33  e 6.41 
 indicano laccoppiamento meta fra i due protoni H-6 ed H-8 dellanello A; è  inoltre 
presente un singoletto, integrante per tre atomi di idrogeno, a 3.89  che, 
verosimilmente, può essere generato dai tre protoni equivalenti del gruppo metossilico 




ossidrili. Purtroppo la scarsa quantità di prodotto non ha permesso lesecuzione di 
altri esperimenti, in particolare di 13C-NMR, che permettessero di attribuire con 
certezza la posizione del metossile. 
Comunque dal confronto su strato sottile con un campione autentico, il composto (16) 
risulta essere,molto probabilmente, kaempferolo 4'-metil etere, conosciuto con il 









Questo composto era già stato isolato nella famiglia delle Asteraceae dalle foglie dei 
generi Balsamorhina, Eupatoria e Wyethia dallessudato delle foglie di Hemizonia. Si 
ritrova anche in Santolina pinnata (Flamini et al., 1994) e  nella resina fogliare di otto 
specie di Cistus (Cistaceae) e di due specie di Geranium (Geraniaceae) (Wollenweber 




1H-NMR () (CD3OD) 
6 
8 
2' e 6' 
3' e 5' 
OCH3 
6.33 (d, J=1.9 Hz) 
6.49 (d, J=1.9 Hz) 
8.00 (d. J=8.8 Hz) 












Dallestratto cloroformio:metanolo 9:1, sottoposto a ripetute cromatografie, si è 
ottenuto il composto puro (17), che su TLC assume colorazione gialla, se osservato 
alla luce UV a 366 nm in presenza del reattivo NTS-PEG. 
Nello spettro protonico, registrato in CD3OD, sono visibili diversi segnali tipici del 
nucleo flavonoidico: i singoletti slargati a  6.33 e 6.41 sono attribuibili agli idrogeni 
in 8 e in 6 di un anello A condensato con un nucleo -pironico, mentre i segnali a  
7.83 (1H, s sl), 7.63 (1H, dd, J=7.8 e 2.0 Hz) e 6.94 (1H, d, J=7.8 Hz) indicano la 
presenza di un sistema ABX di un anello B 3',4'-disostituito. E' inoltre ben visibile un 
singoletto integrante per tre idrogeni a  3.87, tipico di un metossile probabilmente 
sostituito sull'anello aromatico B. L'insieme di tutti questi dati e il confronto con 
quelli riportati in letteratura (Agrawal P.K. et al., 1989) ha permesso di identificare 
nell'aglicone lisorhamnetina, analoga alla quercetina, ma con la posizione 3' sostituita 
con un metossile. 



















I cui segnali possono pertanto essere così attribuiti: 
 
 
1H-NMR () (CD3OD) 
6 
8 
2' e 6' 
3' e 5' 
OCH3 
6.33 (d, J=1.9 Hz) 
6.49 (d, J=1.9 Hz) 
8.00 (d. J=8.8 Hz) 




Dallestratto cloroformio:metanolo 9:1, sottoposto a ripetute cromatografie, è stato 
ottenuto il composto puro (18), che su TLC assume colorazione gialla. 
Dallo spettro 1H-NMR, e precisamente dal doppietto a 4.96 (J=7.5 Hz) e quello a 
4.00  (J=2.0 Hz) è facile ipotizzare la sua natura di di-C-glicoside di tipo 
didesmisidico. 
Grazie alla spettroscopia 13C-NMR è possibile confermare laglicone come apigenina 
e riconoscere i due gruppi saccaridici come ununità di glucosio ed una di apiosio. 
Infine è possibile stabilire nelle posizioni 6 e 8 dellaglicone il sito delle due C-
glicosilazioni. Pertanto il composto in esame e' risultato essere Apigenina 6-C-â-D-







































3.16 Estratto AcOEt 
Il composto puro (19), ottenuto mediante cromatografia SPE su colonna di gel di 
silice in fase inversa eseguita sulla frazione O, derivata dalla cromatografia ad 
esclusione molecolare con colonna Sephadex LH-20, reagisce su TLC con NTS-PEG 
fornendo una macchia celeste. 
Il suo spettro 1H-NMR,registrato in CD3OD, mostra solamente un sistema a tre spin 
ABM aromatico, costituito da un doppietto (J=8.8 Hz) centrato a 6.79 un singoletto 
slargato, in realtà un doppietto molto stretto a 7.40 parzialmente sovrapposto ad un 


































7.99 (d, J=8.3 Hz) 
















































Siamo quindi in presenza di una molecola molto semplice, costituita da un anello 
aromatico 1,3,4-trisostituito. 
Per stabilire la natura dei sostituenti, viene in aiuto lo spettro 13C-NMR. Infatti in esso 
è presente il segnale di un gruppo carbossilico a 170.3 ppm, i segnali di due atomi di 
carbonio quaternari carbonilici a 151.5 e 146.0 ppm, di un terzo carbonio quaternario 
a 123.0 ppm e , di tre gruppi metinici a 123.0, 117.7  e 115.8 ppm. 
Sulla base dei valori del chemical shift è possibile affermare che i due ossidrili 
fenolici si trovano in relazione orto fra loro, per cui la struttura in esame corrisponde 
a quella dellacido-3,4-diidrossibenzoico, conosciuto come acido protocatecuico 





















7.46 (br s) 
 
 
6.79 (d, J=8.8 Hz) 
















Questo composto è piuttosto diffuso in natura essendo stato isolato da molte pinte 
appartenenti a varie famiglie, in particolare si trova nelle Asteraceae, nei generi 
Artemisia, Crepis, Lactuca, Carthamus. 
Nel genere centaurea è la quarta volta che viene isolato, essendo già stato trovato nei 
fiori di Centaurea cyanus, Centaurea horrida e Centaurea hadimensis (Swiatch e 
Zateronowsky R., 1993, Flamini et al., 2002). 
Il composto puro (20), isolato mediante cromatografia SPE su colonna di gel di silice 
in fase inversa eseguita sulla frazione O della Sephadex del residuo RAcOEt, mostra su 
TLC una caratteristica colorazione celeste. 
Il suo spettro 1H-NMR, registrato in CD3OD, appare quasi perfettamente 
sovrapponibile a quello del composto (8), eccettuato uno shift nel segnale del C-8'. 
Proprio questultima caratteristica permette di riconoscere, sulla base dello studio di 
Iwahashy et al. (1985), un isomero di questo, e precisamente lacido-3-caffeoil 

































Tale composto è stato registrato ed identificato in numerose specie di Centaurea, ma 
in maggiore quantità nella C. montana e nella C. orientalis (Monya M., 1971). 
Lo spettro del composto (21) si presenta molto simile a quello del prodotto (9), 
luteolina. Sono però evidenziabili i segnali di una porzione saccaridica, identificabile 
grazie a esperimenti 13C-NMR, come -D-glucosio. Questo, sulla base dei tipici 
chemical shifts subiti degli atomi di carbonio orto, para e ipso rispetto al composto 
(9), risulta legato allossidrile in posizione 4' dellaglicone. 
Pertanto il composto (21) può essere identificato come luteolina 4'-O--D-























7.05 (br s) 
6.76 (br d. J=8.3 Hz) 
6.95 (br d. J=8.3 Hz) 
7.57 (br d. J=15.4 Hz) 












I cui segnali possono pertanto essere così attribuiti: 
 
 1H-NMR () (CD3OD)  13C-NMR () (CD3OD)  DEPT 
2  164.2 C 
3 6.51, s 102.9 CH 
4  181.7 C 
5  161.5 C 
6 6.18 d, J=2.0 Hz 98.9 CH 
7  163.9 C 
8 6.41 d, J=2.0 Hz 93.9 CH 
9  157.3 C 
10  103.8 C 
1  119.0 C 
2 7.41 d, J=1.9 Hz 113.4 CH 
3  145.8 C 
4  149.7 C 








7.39 dd, J=8.8 e 1.9 Hz 
5.05 d, J=7.0 Hz 
 
121.6 









3.17 Estratto butanolico 
La frazione I11, ottenuta da una cromatografia SPE su colonna di gel di silice in fase 
inversa della frazione I della Sephadex del residuo RBuOH, ha portato allisolamento 
dei composti 22 e 23. Dallo spettro 1H-NMR, e precisamente dal doppietto a 4.77 
(J=10.3 Hz) e quello a 4.61  (J=9.8 Hz), è facile ipotizzare la sua natura di 




Grazie alla spettroscopia 13C-NMR è possibile confermare laglicone come apigenina 
e riconoscere i due gruppi saccaridici come ununità di glucosio ed una di arabinosio. 
Infine è possibile stabilire nelle posizioni 6 e 8 dellaglicone il sito delle due C-
glicosilazioni. 
Per mezzo della spettroscopia 13C-NMR, non è purtroppo possibile stabilire quale 
delle due unità sia legata a ciascuna delle due posizioni in oggetto, infatti la natura 
dello zucchero non influenza in maniera inequivocabile il chemical shift degli atomi 
interessati alla glicosilazione. 
A causa della scarsa quantità di sostanza isolata, non è possibile eseguire un 
esperimento di correlazione long-range COLOC per superare questa limitazione. 
Comunque il dubbio di identificazione strutturali per i composti (22 e 23) è fra le 
strutture isomere apigenina 6-C--D-glucopiranosil-8-C--L-arabinopiranoside, nota 
comunemente con il nome di schaftoside, ed apigenina 6-C--L-arabinopiranoside-8-


























Questi composti sono stati isolati da Silene shafta (Cariophyllaceae), Dactylis 
glomerata (Graminaceae); tra le Compositae da Latananche caerulea  e dal genere 
Artemisia [Plouvier V., (1967), Besson E., (1985)], e nel genere Centaurea solo da 



































7.99 (d, J=8.7 Hz) 
























4.77 (d, J=10.3) 















3.18 Analisi della vitalità cellulare degli estratti di C. deflexa 
Parallelamente allanalisi fitochimica, è stato svolto uno studio di valutazione 
biologica sul potenziale effetto antitumorale in vitro, su colture cellulari tumorali 
umane di pancreas e di colon, degli estratti di alcuni composti puri isolati dalle parti 
aeree della Centaurea deflexa. 
Inizialmente sono stati saggiati tutti gli estratti ottenuti dalla pianta, a due livelli di 
concentrazione (1000 e 100 g/ml) per tre tempi di esposizione, 24, 48 e 72 ore. 
I risultati si sono dimostrati molto interessanti, evidenziando per alcune condizioni 
saggiate, un forte effetto antiproliferativo tempo e concentrazione dipendente su 
entrambe le linee tumorali. In particolare è stata osservata una stretta relazione tra la 
polarità del solvente utilizzato per lestrazione e leffetto citotossico, in quanto 
aumentando la polarità si osservava una diminuzione delleffetto citotossico e, per 
alcune condizioni, addirittura un lieve incremento della vitalità cellulare. Come 
mostrato in figura 3.4, 3.5 lestratto in esano è risultato maggiormente citotossico in 
tutte le condizioni di tempo e concentrazione saggiate, seguito dallestratto in 
cloroformio e da quello in cloroformio:metanolo 9:1, mentre lestratto in acetato di 
etile mostra soltanto un lieve effetto antiproliferativo alla massima concentrazione 
saggiata. Lestratto butanolico e quello acquoso non hanno indotto riduzione della 
vitalità cellulare in nessuna condizione sperimentale in esame, anzi, in alcuni casi 

























Fig. 3.4 Analisi della vitalità cellulare dopo trattamento con i diversi estratti di Centaurea deflexa alle 




esano CHCl3 CHCl3/ MetOH 
ac.etile ButOH H2O 






































esano CHCl3 CHCl3/ MetOH ac.etile 
ButOH H2O 
Solventi a polarità crescente [100 µg/ml] 
































Fig 3.5 Analisi della vitalità cellulare dopo trattamento con i diversi estratti di Centaurea deflexa alle 






























esano CHCl3 CHCl3/ MetOH 
ac.etile ButOH H2O 











esano CHCl3 CHCl3/ MetOH 
ac.etile ButOH H2O 
Solventi a polarità crescente [100 µg/ml] 















3.19 Analisi della vitalità cellulare dei composti puri isolati  
In seguito ai risultati ottenuti sugli estratti, lo studio si è focalizzato sulla valutazione 
del potenziale effetto antitumorale dei composti puri identificati ed isolati dagli 
estratti meno polari, in particolare esano, cloroformio e cloroformio:metanolo (9:1). 
In seguito al saggio bioguidato sono stati identificati tre derivati sesquiterpenici, 
laguerin B, la cinaropicrina (nellestratto in esano) e il 15-nor-guaianolide 
(nellestratto in cloroformio) con una significativa attività citotossica su entrambe le 
linee tumorali. 
Leffetto antiproliferativo è risultato sia concentrazione che tempo dipendente 
(Fig. 3.6 e 3.7) e i valori di IC50 calcolati dalle curve di crescita hanno evidenziato 
laguerin B come composto più attivo tra quelli saggiati, con valori di 2,85 ± 2,82 e 
3,59 ± 1,18 M per 72 ore di esposizione, rispettivamente nelle cellule pancreatiche e 
di colon (Tab. 3.4 e 3.5). Unaltra importante considerazione sullattività di queste 
molecole, coinvolge la loro maggiore attività nei confronti della linea tumorale di 
colon rispetto a quella di pancreas, in accordo con la diversa chemiosensibilità di 
queste due linee già emersa in altri studi effettuati nel nostro laboratorio con altre 




























Fig. 3.6 Analisi della vitalità cellulare dopo trattamento con i derivati sesquiterpenici aguerin B, 
cinaropicrina e 15-nor-guaianolide 0.1-100 M sulla linea tumorale MIA PaCa-2. 
 























































































Fig 3.7 Analisi della vitalità cellulare dopo trattamento con i derivati sesquiterpenici aguerin B, 
cinaropicrina e 15-nor-guaianolide 0.1-100 M sulla linea tumorale COLO320. 
           
 

















































































COMPOSTI 24 ore 48 ore 72 ore 




> 50 17,97 ± 4,37 11,28 ± 1,13 Cinaropicrina ESANICO 
> 50 10,04  ± 1,06 6,01 ± 1, 62 15-nor-guaianolide CLOROFORMICO 
IC50 ± SE (µM) COLO320 
COMPOSTI 24 ore 48 ore 72 ore 




> 50 32,10 ± 1,45 27,51 ± 2,30 Cinaropicrina ESANICO 
> 50 45,73  ± 1,90 29,99 ± 1,44 15-nor-guaianolide CLOROFORMICO 







3.20 Valutazione del processo apoptotico 
Lapoptosi è un meccanismo di morte cellulare che svolge un ruolo fondamentale sia 
nel controllo dellattività cellulare sia nel mantenimento dellomeostasi tissutale; una 
sua alterazione è spesso alla base di stati patologici che coinvolgono ad esempio la 
carcinogenesi e la resistenza ai trattamenti farmacologici di cellule tumorali. 
Nel nostro studio abbiamo valutato un parametro correlato allesecuzione del 
processo di morte cellulare programmata, la frammentazione internucleosomica del 
DNA. Le due linee cellulari sono state trattate con i tre composti più attivi, l aguerin 
B, la cinaropicrina e il 15-nor-guaianolide alla concentrazione di 10 M per 24 ore di 
esposizione. I risultati hanno evidenziato che in queste condizioni solo laguerin B 
induce un incremento significativo della frammentazione internucleosomica (circa 
2,3-2,5 volte rispetto al controllo non trattato (Fig. 3.8), indicando che, almeno 
parzialmente, il suo meccanismo citotossico si esplica tramite attivazione delle vie 









Fig. 3.8: analisi della frammentazione internucleosomica dopo trattamento con il composto aguerin B, 10 

























































Capitolo 4 Il genere Centaurea e lanalisi statistica multivariata 
 
4.1 Approccio alla classificazione del genere Centaurea 
In Turchia il genere Centaurea è rappresentato da un cospicuo numero di specie, 
distribuite in particolare nel sud-est, centro e est del paese. Questo genere, 
tassonomicamente risulta piuttosto complesso e articolato e necessita ancora di 
ulteriori studi, i quali prevedono lutilizzo di moderne tecniche sia chimiche che 
citologiche. La circoscrizione artificiale del genere Centaurea è un problema piuttosto 
vecchio (Wagenitz 1975) che deriva dalla grande diversità morfologia, cariologica e 
palinologica di tale genere (Bremer 1994; Susanna et al. 1995, Wagenitz e Hellwig 
1996; Garcia-Jacas et al. 2001). 
Durante il periodo di dottorato abbiamo preso in esame la composizione dellolio 
essenziale di 10 specie di Centaurea diverse, le piante indagate sono state, C. 
cheirolepidoides, C. balsamita, C. aladaghensis, C. antitauri, C. lanigera, C.deflexa, 
C. iconiensis, C. antiochia var. prealta, C. ptosimopappoides e C. babylonica, tutte 
piante endemiche turche e mai precedentemente studiate. 
Sono state scelte piante che crescevano negli stessi habitats, con bisogni ecologici 
simili e con evidenti similitudini morfologiche al fine di valutare se le condizioni 
ambientali avrebbero potuto influenzare la composizione dellolio essenziale e 
condurre ad una eventuale convergenza chimica. 
Ancora per valutare se i costituenti identificati nellolio essenziale sarebbero stati 





sottoposti a Principal Component Analysis (PCA), Multidimensional Scaling (MS) ed 
Hierarchical Cluster Analysis (HCA). 
 
4.1.1 Principal component Analysis (PCA) 
Poiché ogni specie di Centaurea risulta descritta da un numero elevato di composti  è 
impossibile una rappresentazione grafica che li metta a confronto poiché occorrerebbe 
uno spazio ad un numero elevato di dimensioni, tante quante il numero dei composti. 
La tecnica statistica nota come Analisi  delle Componenti Principali (PCA) consiste 
nel proiettare su due o tre assi i dati  contenuti in uno spazio a n dimensioni (Marengo 
et al. 1991). 
Essendo infinite le combinazioni degli assi possibili, è necessario un criterio che ne 
definisca la disposizione ottimale. Con la PCA, la direzione degli assi è stata scelta in 
modo che le nuove collocazioni degli oggetti, rispecchiassero quanto più è possibile, 
quella originaria. In termini tecnici vuol dire imporre delle condizioni di 
massimizzazione della varianza (grandezza statistica associabile allinformazione 
contenuta nei dati sperimentali) per ciascuna delle componenti principali adottata.  
Abbiamo selezionato perciò la prima componente principale in modo che mantenesse 
la maggior varianza possibile contenuta nei dati. La seconda componente principale è 
stata scelta ortogonale alla prima ed in modo tale che contenesse la maggior parte 
della varianza dei dati rimasta non spiegata dalla prima componente principale e così 
via. In termini matematici tutto ciò è realizzabile costruendo la matrice delle varianze 




Il vettore v trovato risolvendo questa equazione è stato chiamato autovettore delle 
matrice Cx e l è stato chiamato autovalore.  
Le componenti principali risulteranno perciò nuove variabili costruite come funzioni 
lineari indipendenti delle variabili originali. I coefficienti con cui le variabili originali 
contribuiscono alla componente principale vengono dati dalle coordinate del 
corrispondente autovettore. Il loading di una variabile originale per una componente 
principale, definito come questa coordinata moltiplicata per la radice quadrata 
dellautovalore di questa componente principale, non è nientaltro che una indicazione 
di quanto quella variabile (originale) contribuisce alla definizione della componente 
principale stessa.  
Le coordinate che definiscono gli oggetti nel nuovo spazio a due o tre dimensioni 
definito dalle componenti principali così calcolate sono state chiamate scores.  
 
4.1.2 Multidimensional Scaling (MDS) 
Multidimensional scaling (MDS) è un insieme di tecniche di analisi di dati che 
visualizzano la verosimiglianza di questultimi tramite una figura geometrica. 
MDS descrive la struttura di un insieme di oggetti dai dati che approssimano le 
distanze fra coppie di oggetti. I dati sono denominati somiglianze, diversità, distanze, 
o prossimità, e devono riflettere la quantità di diversità fra gli accoppiamenti di 






I punti sono stati organizzati in questo spazio in modo che le distanze fra gli 
accoppiamenti dei punti abbiano il più forte rapporto possibile alle somiglianze fra gli 
accoppiamenti degli oggetti. 
Cioè due oggetti simili vengono rappresentati da due punti che sono vicini e due 
oggetti dissimili sono rappresentati da due punti che risultano lontani. Lo spazio è 
solitamente a due o tre dimensioni Euclidee, ma può essere non-Euclideo e avere più 
dimensioni. 
 
4.1.3 Hierarchical Cluster Analysis (HCA) 
La Hierarchical Cluster Analysis è un metodo in cui i campioni sono considerati 
come posti in uno spazio n-dimensionale e le distanze tra i campioni sono calcolate 
unendo gli oggetti con una procedura agglomerante (Everitt 1980; Davis 1986). 
 
4.1.4 Precedenti studi fitochimici 
Molte informazioni circa i metaboliti secondari delle varie specie di centaurea 
possono essere trovate facilmente in letteratura, ma gli studi sulle componenti volatili, 
attualmente, sono limitati a poche specie. 
Queste indagini si riferiscono alla C. depressa dallIran (Esmaeili et al. 2005), C. 
eryngioides e C. iberica dal Libano (Senatore et al. 2005), C. cineraria ssp. umbrosa 
dallItalia (Senatore et al. 2003), C.sessilis e C. armena (Yayli et al. 2005), C. 
dichroa (Alintas et al. 2004), C. mucronifera e C. chrysantha (Dural et al. 2003), C. 
pseudoscabiosa subs. pseudoscabiosa e C. hadimensis (Flamini et al. 2002), e C. 




2003), C. pelia, C. thessala subsp. drakiensis, C. zuccariniana, C. raphanina subsp. 
mixta, C. spruneri dalla grecia (Lazari et al. 1999, 2000) e C. calcitrapa e C. 
solstitialis dagli USA (Buttery et al. 1986; Binder et al. 1990a, 1990b). 
Non ci sono studi precedenti circa gli oli essenziali di queste specie. Solo C. 
ptosimopappoides e C. babylonica sono state precedentemente analizzate per i loro 
metaboliti secondari non volatili. Cinque triterpeni sono stati isolati dalle radici della 
prima specie, oltre a scopoletina, 7-oxositosterolo, stigmasterolo, -amirina, 
cinaropicrina, e 11,13-diidrodesacilcinaropicrina ottenuti dalle parti aeree (Öksuz e 
Serin 1997), dalla specie C. babylonica invece, sono stati isolati ed identificati 6 
guaianolidi (Bruno et al. 2005). Un altro derivato identificato per la prima volta nel 
genere è stata la siringina (Öksuz e Ulubelen 1998). 
 
4.1.5 Descrizione botanica 
C. aladaghensis Wageniz (Sect. Cynaroides) è una pianta perenne con rami eretti di 
almeno 40 cm di lunghezza, foglie scarsamente pelose, appendici triangolari con 
spine e fiori di colore viola, ed è una pianta endemica turca. 
C. antiochia Boiss. Var. prealta (Boiss. & Bal.) Wagenitz (Sect. Acrocentron) (Syn: 
Centaurea prealta Boiss. & Bal.) è una pianta endemica turca, perenne con rami eretti 
di oltre 100 cm di lunghezza, foglie da tomentose a subglabre, piccole appendici con 
spine in prossimità delle squame ivolucrali, e fiori nero-violacei. 
C. antitauri Hayek (Sect. Pseudophaeopappus) (Syn: Phaeopappus rupestris Boiss. & 





rami eretti di oltre 45 cm di lunghezza, foglie settate, piccole, appendice triangolare e 
fiori gialli, anchessa endemica della Turchia. 
C. babylonica (L.) L. (Sect. Microlophus) (Syn: Serratula babylonica L., Microlophus 
babylonica (L.) Sojak.) è una pianta biennale con rami eretti che si estendono anche 
oltre i 300 cm di lunghezza con numerosi capolini, foglie tomentose grige, squame 
involucrali coriacee prive di appendici e fiori gialli. 
C. balsamita Lam. (Sect. Stizolophus) (Syn: Stizolophus balsamitaefolius Cass.) è una 
specie annuale, alta fino ad un massimo di 120 cm, con foglie scabre, involucro 
ovoide, appendici cartilaginee e fiori gialli; 
C. cheirolepidoides Wagenitz (Sect. Pseudoseridia) è una pianta perenne con rami 
eretti lunghi 40cm, foglie tomentose con peli grigi, appendice molto piccola 
triangolare e fiori gialli ed è una specie endemica della Turchia. 
C. deflexa  Wagenitz (Sect. Cheirolepis ) (Syn: Phaeopappus declinatus Boiss., 
Centaurea nivea (Bornm.) Wagenitz Var. declinata (Boiss.) Wagenitz) è una pianta 
perenne con gambo di 5-30 cm con foglie tormentose con peli grigi e fiori di colore 
giallo, anchessa endemica della Turchia. 
C. iconiensis Hub.-Mor. (Sect. Centaurea) è una pianta perenne con rami che 
raggiungono 60-80 cm di lunghezza, foglie glabre, multiseriate e squame involucrali 
subcoriacee, e fiori color oro scarsamente radiati. 
C. lanigera DC. (Sect. Cyanus) (Syn: Cyanus lanigerus (DC.) Holub) è una pianta 
perenne con molti fusti prostrati o ascendenti, lunghi 5-10 cm, scarsamente villosi, 




C. ptosimopappoides Wagenitz (Sect. Ptosimopappus) è una pianta perenne 
suffruticosa con rami eretti o ascendenti che si estendono per una lunghezza di circa 
35 cm, foglie glabre, appendice con corto mucrone e fiori gialli. 
 
4.1.6 Materiale vegetale 
I capolini di Centaurea cheirolepidoides, C. balsamita, C. aladaghensis, C. antitauri, 
C. lanigera, C. deflexa, C. iconiensis, C. antiochia var. praealta, C. 
ptosimopappoides, C. babylonica sono stati raccolti in diverse località della Turchia; 
un esemplare di ciascuna di queste piante è stato depositato in KONYA Selcuk 
University, Science and Art Faculty, The Erbarium of Biology Department (Tab 4.1). 
Il materiale vegetale (150 g ciascuno), costituito da soli capolini freschi ottenuti da 
campioni omogenei, è stato 
distillato con lausilio 
dellapparecchio Clevenger per 2 
ore. Lolio ottenuto è stato 
aspirato dalla superficie 








Tab. 4.1. Origine e catalogazione del materiale vegetale. 
Specie Campioni di erbario 
C. aladaghensis Wagenitz.   Nigde:Camardi; sul pendio di Mazmili dagi, sotto la foresta 
di Pinus nigra,  1600-1700 m., 15.VI.2002, Bagci 2956. 
C. antiochia Bioss. var. praealta (Bioss. 
& Bal.)  Wagenitz. 
Icel: Silifke, 8 km a sud di Uzuncaburc, sotto la foresta di 
Pinus , 900 m, 29.VI.2003, Ertugrul 2853-a. 
C. antitauri Hayek Nigde:Camardi; sul pendio di Mazmili dagi, sotto la foresta 
di Pinus nigra,  1600-1700 m., 15.VI.2002, Bagci 2955. 
C. babylonica (L.) L.   Adana, Pozanti; sul ciglio della strada Hamidiye e Buyuk 
Sofulu, 15.VII.2002, Bagci 2957 & Savran. 
C. balsamita Lam. Konya: nella zona del campus di Selcuk University, steppe, 
1050 m, 15.VII.2001, Bagci 2892. 
C. cheirolepidoides Wagenitz Konya: Hadim Gevne vadisi, ad est di Goztasi, nellarea 
aperta della foresta di  Abies e Cedrus,1500 m, 36° 52' 19" N, 
32° 20' 57" E, 08.VII.2000, Ertugrul 2268. 
C. deflexa Wagenitz   Konya, Taskent, a 25 km da Taskent di Ermenek, Feslikan 
yaylasi, steppe, 31.VII.2000, 36°47'57"N, 32°37'19"E, 
Ertugrul 2315. 
C. iconiensis Hub.-Mor. Konya: 20 km da Seydisehir di Bozkir, sul ciglio della strada, 
14.VII.2001, 37°20'79"N, 32°05'49"E, Ertugrul 2480. 
C. lanigera  DC.    Nigde: Aladag; Gokgol, Kargedigi mevki, 2900-3000 m., 
zona rocciosa, 06.VII.2002, Bagci 2961& Savran. 
C. ptosimopappoides Wagenitz. Adana: Aladag; Terlik tepe, Atolugu akari, 1500-1600 m., 






4.1.7 Composizione degli oli 
La composizione degli oli essenziali delle 10 specie di Centaurea è riportata in 
Tabella 4.2, dove i composti sono elencati secondo i loro tempi di eluizione dalla 
colonna HP-5. I valori ottenuti sono stati poi sottoposti ad analisi statistica utilizzando 
il software SPSS 11.0.3.  
Tutte le concentrazioni sono state usate nei calcoli (le quantità in tracce sono state 
inserite come 0.001%) e nessun trattamento è stato applicato prima del processo di 
PCA. Per il calcolo MDS sono state usate distanze euclidee. In assenza di 
informazioni circa il tipo dei raggruppamenti e/o la distribuzione statistica dei valori, 
le distanze Euclidee sono state usate per la HCA (Dunlop et al. 1997). 
Sono stati identificati in tutto 150 composti. Tutti i campioni di olio erano 
caratterizzati dalla presenza di sesquiterpeni, principalmente derivati idrocarburici e, 
in minor quantità ossigenati. La loro percentuale ammonta in quasi tutti i campioni, a 
più del 60% in tutti gli oli. 
I principali sesquiterpeni identificati sono stati germacrene D, -cariofillene, 
biciclogermacrene, cariofillene ossido, spatulenolo, -copaene e in minor quantità, 
ma presenti in tutte le specie, -cadinene,-muurolene, -selinene e -umulene. 
I monoterpeni, quando individuati, sono sempre stati inferiori all1.0%; tra questi 
quelli più frequentemente riscontrati sono stati l- e -pinene, mircene, -
fellandrene, o-cimene e limonene. Altri costituenti comuni identificati sono stati dei 
derivati non terpenici quali aldeidi alifatiche, chetoni, alcoli, esteri e idrocarburi. 
Solamente la specie C. iconiensis ha mostrato un comportamento differente: lolio 





accompagnate da alte quantità (84.3%) di idrocarburi insaturi (1-undecene) non 
individuati in nessuna delle altre specie, con leccezione di C. deflexa, dove tale 
idrocarburo insaturo viene biosintetizzato in quantità considerabilmente minore 
(4.0%). 
 
Tab. 4.2 Composizione degli oli essenziali di 10 specie di Centaurea Turche. 
Constituentia 
 
l.r.i.b 1 c 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Etil isovalerato 843      d  tre   
(E)-3-esen-1-olo 852 tr tr tr   1.4 0.3 tr  tr 
(E)-2-esenale 854    0.4 0.5    tr  
(E)-2-esen-1-olo 862 tr    tr      
2,6-dimetil-1-eptene 866      3.8     
1-nonene 893        1.2   
2-eptanone 893  tr   tr tr   tr  
n-nonano 900    1.3 tr   tr tr  
Eptanale 906  tr tr 0.7 tr tr tr tr 0.3  
Anisolo 920   tr        
-tuiene 933   tr        
-pinene 941 tr 0.7 1.6 1.7 tr tr 0.3 0.1   tr 
Benzaldeide 964  tr  tr tr tr  tr tr  
(E)-2-eptenale 978     tr    tr  
Sabinene 978  tr 1.3 tr   tr 0.1   




-pinene 983  tr 1.1 tr   tr 0.3   
6-metil-5-epten-2-one 987   tr  tr tr     
Mircene 992   2.0 0.7 0.3  tr    
2-pentil furano 993  0.4  1.0 tr 0.8 0.4  tr 0.6 
1-decene 993        1.2   
Mesitilene 996    0.4       
(E,Z)-2,4-eptadienale 1001       tr    
Octanale 1003 tr tr 0.3 0.4 tr tr tr tr 0.3 tr 
-fellandrene 1008   tr  0.3  tr 0.5   
o-metil anisolo 1013   tr      tr  
3-carene 1014 tr          
(E,E)-2,4-eptadienale 1017 tr  tr 0.4 tr tr tr tr tr  
-terpinene 1019   tr        
p-cimene 1028  tr tr 6.1 tr  tr 0.2   
Limonene 1033  tr 1.1 0.8 tr  tr 0.2   
-fellandrene 1034   tr        
1,8-cineolo 1036   tr        
(Z)-ocimene 1041   tr    tr    
(E)-ocimene 1051   2.0    0.6 tr   
Fenilacetaldeide 1051 tr tr  0.4  1.5   tr  
-terpinene 1063  tr 0.4     tr   
(E)-2-octenale 1064     tr    tr  






Terpinolene 1089   tr     tr   
1-undecene 1093       4.0 84.3   
p-cimenene 1093   tr        
Metil benzoato 1094     tr      
Linalolo 1101   tr        
Nonanale 1105 0.2 1.7 2.9 0.4 0.4 tr 0.3 tr 0.7 0.6 
Eptanolo acetato 1115    7.1       
Veratrolo 1149      0.8 tr    
cis-verbenolo 1152   tr        
(E,Z)-2,6-nonadienale 1158   tr      tr  
(E)-2-nonenale 1165   tr  tr  tr  tr  
Pinocarvone 1168   tr        
Etil benzoato 1173        tr   
4-terpineolo 1181  1.1 0.4 tr    tr  tr 
p-cimen-8-olo 1187     tr tr  0.1   
1-dodecene 1193        tr   
Metil salicilato 1194   tr   tr  tr   
-terpineolo 1195          tr 
n-dodecano 1200     tr    tr  
Diidrocarveolo 1200   tr        
Decanale 1207 0.6 0.6 1.2  0.4 0.5 0.2 0.1 1.5  
(E,E)-2,4-nonadienale 1220   tr        
Metil timolo 1236 tr 2.1  tr  tr tr    




Metil carvacrolo 1245  tr         
Esil 3-metilbutirato 1245   0.3        
(E)-2-decenale 1264     tr      
1-tridecene 1293  tr      0.4 0.2 1.3 
Timolo 1293 tr          
(E,Z)-2,4-decadienale 1295   tr  tr      
n-tridecano 1300        tr   
Undecanale 1305   tr  tr    tr  
(E,E)-2,4-decadienale 1319 tr 0.6 0.3  tr  tr tr   
Metil decanoato 1327         tr  
-elemene 1339   0.4 tr       
-cubebene 1352   tr  0.3  0.2  tr  
2,3,6-trimetilbenzaldeide 1361  1.9  0.9       
Ciclosativene 1371 tr  tr  tr 0.5 0.4  tr 3.0 
-ylangene 1373   1.6        
-copaene 1378 0.8 0.7 0.8 1.1 0.9 1.5 3.4  0.8 2.7 
-bourbonene 1385      tr     
-cubebene 1390 tr 0.6 tr 0.3 0.4 tr 0.7  0.5  
-elemene 1391       tr    
1-tetradecene 1393        0.1 tr  
Etil decanoato 1396        tr   
Metil 2,4-decadienoato 1398 0.8    3.2      






Metil eugenolo 1402   tr      tr  
-gurjunene 1408     0.4  0.2  tr  
Llongifolene 1409 tr        0.3  
Tujaplicina 1411     0.8      
p-2,5-dimetossicimene 1417      0.7 tr    
-cedrene 1419 tr   0.8 3.5 1.5 0.3  tr  
-cariofillene 1420 18.3 4.5 13.5 9.9 1.7 14.4 33.9 3.4 13.7 22.5 
-cedrene 1422 tr 0.6  2.8 2.3 5.1 1.2  tr  
-gurjunene 1432  1.0  2.2 0.4     1.2 
trans--bergamotene 1437 tr    0.6 0.4     
Aromadendrene 1440      tr     
(E)-geranilacetone 1451   0.7    1.2    
(E)--farnesene 1456 0.8  1.1  0.5 0.6 2.3 tr 0.7  
-umulene 1458 1.7 1.9 1.0 1.4 0.7 1.4 2.7 0.1 1.8 3.0 
-santalene 1461      tr     
cis-muurola-4(14),5-diene 1463         tr  
-acoradiene 1465      tr     
(E)-etil cinnamato 1468        0.2   
-muurolene 1478 tr  0.3  tr 4.0 tr  tr  
Germacrene D 1482 22.7 45.1 40.2 43.0 40.2 21.7 21.2  43.1 36.9 
-selinene 1488 1.7 1.0 1.6 0.8 0.6 3.7 0.5 tr 0.7 0.9 
1-pentadecene 1492 0.4 tr  0.9 1.4 1.1 0.8 0.1 0.4 0.7 





-muurolene 1501 0.3  0.3  0.2 0.5 0.4  tr 1.6 
(E,E)--farnesene 1505 0.4          
-bisabolene 1508 1.3 1.0  3.2  1.1 0.9  1.2 1.7 
Tridecanale 1511 0.5    0.9    0.8  
-cadinene 1514   0.5   tr 0.2  tr  
-cadinene 1522 0.6 1.0 0.9 0.5 0.9 0.8 0.5  0.6 2.0 
-sesquifellandrene 1526 0.3        0.5  
Metil dodecanoato 1527        tr   
Selina-3,7(11)-diene 1544    0.5     tr  
trans-nerolidolo 1565 0.9    0.3 0.5 0.2  0.4 1.1 
Spatulenolo 1578 0.8 3.3 1.0  2.2 2.2 0.7  1.8 0.6 
Cariofillene ossido 1584 7.5 0.8 2.8 0.4 0.4 6.1 12.8 0.5 2.5 1.5 
Globulolo 1586  2.6   1.1     0.6 
Etil dodecanoato 1596        0.1   
Viridiflorolo 1596 0.3    0.5      
Guaiolo 1598        0.1   
n-esadecano 1600  0.5         
Umulene epossido II 1610 0.4     0.4 0.6  0.2  
1-epi-cubenolo 1629   1.3  0.2      
-eudesmolo 1633         0.5  
T-cadinolo 1644 tr  0.3  0.3 0.4   0.3  
T-muurololo 1646 tr  0.4  2.0 0.5   0.3  






-eudesmolo 1656 11.8        4.7  
-eudesmolo 1658 tr 2.2  1.0  1.2  4.4  9.1 
-cadinolo 1659   2.0  2.6 1.0 0.3    
-bisabololo 1673 2.7    0.7    0.3  
(Z)--santaloolo 1682         1.1  
-bisaboloolo 1687  5.3   1.9      
1-eptadecene 1692     2.0    0.3  
Pentadecanale 1717 0.9        0.7  
Etil tetradecanoato 1794        tr   
Octadecano 1800        tr   
Esaidrofarnesilacetone 1843 tr           
n-nonadecano 1900 0.5     tr  0.2 0.4  
Etil esadecanoato 1994        0.2   
n-eicosano 2000        0.1   
n-eneicosano 2100 4.7  0.3  0.3 tr  0.5 1.2  
n-tricosano 2300 7.2 0.8   0.9 tr 1.5 0.6 2.4  
1-pentacosene 2492         0.4  
n-pentacosano 2500 1.8    2.5    1.9  
 
a
 Percentuale calcolata per normalizzazione delle aree (FID); 
b
 Indici di ritenzione lineare (colonna HP-5); 
c
 1=C. aladaghensis, 2=C. antiochia, 3=C. antitauri, 4=C. babylonica, 5=C. balsamita, 6=C. 
cheirolepidoides, 7=C. deflexa, 8=C. iconiensis, 9=C. lanigera, 10=C. ptosimopappoides; 
d








4.1.8 Raggruppamenti e conclusioni 
Prendendo in considerazione i principali costituenti di ciascun olio essenziale delle 10 
specie di Centaurea, è stato possibile effettuare i seguenti  raggruppamenti: 
C. babylonica, C. antitauri e C. lanigera contenevano alte concentrazioni di 
germacrene D (43.0%, 40.2% e 43.1% rispettivamente) e -cariofillene (9.9%, 13.5% 
e 13.7% rispettivamente); 
C. balsamita e C. antiochia presentavano concentrazioni di germacrene D simili alle 
specie nominate in precedenza, ma i loro contenuti di -cariofillene sono stati 
significativamente inferiori (1.7% e 22.7% rispettivamente). Altre differenze 
potrebbero essere attribuite alla grande quantità di spatulenolo e alle piccole 
percentuali di decanale presenti; C. cheirolepidoides e C. aladaghensis erano 
caratterizzate dal loro basso contenuto di germacrene D (21.7% e 22.7%, 
rispettivamente), ovvero circa la metà delle precedenti specie, ma mostravano alti 
contenuti di -cariofillene (14.4% e 18.3% rispettivamente) e cariofillene ossido 
(6.1% e 7.5%); C. deflexa conteneva quantitativi di germacrene D (21.2%) simili alle 
precedenti due specie, ma qui il -cariofillene risultava essere il principale costituente 
(33.9%), e il cariofillene ossido era presente nella percentuale più alta (12.8%) 
rispetto a tutte le altre specie esaminate. 
C. ptosimopappoides con il 36.9% di germacrene D, apparteneva a quelle specie 
aventi un alto contenuto di idrocarburi sesquiterpenici, ma una percentuale di 
-cariofillene (22.5%) circa doppia rispetto alle atre specie (con eccezione di 
C. deflexa); C. iconiensis mostrava un comportamento chimico completamente 





1-undecene (84.3%), accompagnate da piccole percentuali di -cariofillene (3.4%) e 
cariofillene ossido  (0.5%). I raggruppamenti sono risultati indipendenti dalle 
somiglianze ecologiche tra le specie (piante che vivono nello stesso habitat o che 
presentano caratteristiche morfologiche simili), quindi è stato possibile capire che 
lhabitat non ha avuto influenza sulla biosintesi dei volatili di queste piante.  
Per valutare se lidentificazione dei costituenti degli oli essenziali possa essere utile 
allindividuazione di rapporti tassonomici tra specie diverse, i dati ottenuti  sono stati 
sottoposti a principal component analysis (PCA), multidimensional scaling (MS) e 
hierarchical cluster analysis (HCA). 
Nella PCA lasse orizzontale spiega circa il 78% del totale della varianza, e quello 
verticale un ulteriore 10.4%. 
Questa analisi statistica (Fig. 4.1-4.3), dove tutti i composti sono stati usati per il 
calcolo, ha permesso di effettuare alcune considerazioni: infatti nel dendrogramma e 
nei biplots, C. iconiensis (Sect. Centaurea) risulta essere dislocata in una zona 
piuttosto lontana rispetto alla posizione di tutte le altre specie.  
Il basso loading su PC1 e lalto loading su PC2 per queste specie è dovuto 
principalmente allalto contenuto di 1-undecene (84.3%) (Fig. 4.1a). Linfluenza della 
percentuale di questo composto su PC2 è anche evidenziata da C. deflexa, la sola 
specie che produceva 1-undecene (4.0%), che risultava più separata dal cluster di tutte 
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Nella MDS questa situazione è stata confermata dagli alti valori positivi sulla 
dimensione 1 per C. iconiensis e dagli alti valori positivi sulla dimensione 2 per C. 
deflexa (Fig. 4.2). 
 













Questo era in perfetto accordo con la recente proposta di due botanici di trasferire la 
specie C. iconiensis al genere Rhaponticoides (Agabian 1997; Greuter 2003). 
Unaltra interessante scoperta evidenziata con lanalisi statistica è che C. lanigera, 
appartenente alla sezione Cyanus, risulta molto vicina nel dendrogramma dellanalisi 
HCA a C. antitauri (Sect. Pseudophaepappus) e a C. babylonica (Sect. Microlophus), 
entrambi appartenenti al gruppo Jacea; queste strette correlazioni sono anche 
confermate nei biplots, dove queste due specie quasi coincidono (Fig. 4.1a e 4.1b). 
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Fig. 4.1b Principal Component Analysis (PCA) delle 10 specie di Centaurea Turche  
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Questo risulta in perfetto accordo con la recente proposta di delimitare il genere 
Centaurea alle sole specie della sezione Cyanus e del gruppo Jacea (Wagenitz e 
Hellwig 1996; Garcia-Jacas et al. 2000, 2001).  
 
Fig.  4.3 Hierarchical Cluster Analysis (HCA) delle 10 specie di Centaurea Turche. 
 
 
Con il presente studio è stato quindi possibile dimostrare che lanalisi statistica 
multivariata applicata ai dati GC-MS risulta di grande utilità per stabilire le naturali 
correlazioni allinterno di gruppi tassonomici complessi. 
La tecnica più utile sembra essere HCA in quanto la sua rappresentazione grafica 








Capitolo 5 Laurus nobilis e le microonde 
 
5.1 Introduzione al riscaldamento dielettrico a microonde 
Tra le varie tecnologie di riscaldamento dei materiali che si avvalgono delluso di 
onde elettromagnetiche, ultrasuoni, correnti elettriche a radiofrequenza, contatto con 
corpi caldi ecc., l'impiego delle microonde è apparso vantaggioso fin dalle prime 
applicazioni che utilizzavano cavità metalliche chiuse, come i forni o le guide d'onda. 
Ricordiamo che le microonde sono radiazioni elettromagnetiche che, per 
convenzione, rientrano nellintervallo di frequenze che va da 3 x 108 Hz a 3 x 1011 Hz  
Riportiamo per comodità in Fig. 5.1. le denominazioni convenzionali degli intervalli 
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Fig. 5.1 Nomenclatura degli intervalli spettrali delle onde elettromagnetiche in funzione della frequenza, 
dalle frequenze audio fino ai raggi X. 
Convenzionalmente le microonde coprono lintervallo di frequenza da 300 Mhz a 300 Ghz, con lunghezze 
donda comprese tra 1 m ed 1 mm, rispettivamente. 
 
Gli effetti termici delle microonde sono dovuti al fatto che queste radiazioni 
elettromagnetiche penetrano in profondità nei materiali non metallici e se vengono 







avente un campo elettrico di ampiezza E0, nellattraversare un dielettrico assorbente 
omogeneo viene attenuata con una legge esponenziale: 
(5.1)    E(z)=E0 e-z   
avendo indicato con  il coefficiente di attenuazione e con z la distanza percorsa 
dallonda nel dielettrico. 
La profondità di penetrazione è quella distanza d che londa deve percorrere affinché 
lampiezza del campo elettrico si riduca di un fattore 1/e, essendo e la base dei 
logaritmi naturali (e=2,7182). Dalla (5.1) si ha che la profondità di penetrazione è 
data da: 
    d=1/ 
In particolare, nei mezzi acquosi, la penetrazione della microonda può essere sfruttata 
per ottenere un riscaldamento estremamente rapido ed efficiente. La profondità di 
penetrazione, come vedremo in seguito, può essere di molti centimetri a frequenze 
dellordine di 108 Hz. 
L'impiego di onde elettromagnetiche per conseguire il riscaldamento dei materiali 
biologici è stato immaginato forse per la prima volta, già nella prima metà del secolo 
scorso da Guglielmo Marconi (1934), quando i primi generatori di potenza a 
microonde, e cioè gli oscillatori a magnetron, erano ancora in una fase di 
progettazione. Di fatto questa tecnica é stata introdotta a Pisa per l'attivazione di 
processi chimici dopo alcuni decenni nell'ambito delle applicazioni interstiziali a 
microonde, e consiste nel riscaldare i materiali mediante l'inserimento nel loro interno 






vantaggio del riscaldamento dielettrico e di effettuare trattamenti focali ed in 
profondità. 
Per aumentare la temperatura all'interno di un reattore chimico oggi vengono usati 
comunemente i forni a microonde. Con questa metodologia il riscaldamento avviene  
per l'azione di microonde che provengono dall'esterno del reattore, quindi non è del 
tutto efficiente, non è sufficientemente localizzato, ed in generale non consente di 
ottenere un controllo accurato della distribuzione della temperatura. Infatti un forno a 
microonde funziona come una cavità risonante multimodale, ed in ciascun punto al 
suo interno il campo a microonde dipende fortemente dalla geometria del reattore, 
dalla sua posizione, dalla permittività dei reagenti e, quindi,  e dalla loro temperatura. 
Da un punto di vista fenomenologico a frequenze maggiori di 300 MHz i materiali 
acquosi si comportano come dielettrici fortemente assorbenti e le microonde vi 
depositano energia con modalità prevalentemente radiative, cioè attraverso perdite 
dielettriche invece che conduttive per effetto joule. L'energia del campo 
elettromagnetico che incide sui materiali acquosi si trasforma in energia cinetica 
provocando il moto delle cariche (ioni nei liquidi conduttori, ecc.). Inoltre vengono 
messi in moto di rotazione i dipoli molecolari (permanenti o indotti dal campo 
elettromagnetico incidente) dando luogo a correnti di spostamento. Per la presenza di 
fenomeni di rilassamento e di viscosità, e solo grazie a questi, il moto delle cariche e 
dei dipoli è sfasato rispetto all'agente che provoca questo moto, cioè, in questo caso, il 
campo elettrico della microonda, e quindi si ha la trasformazione dell'energia 
elettromagnetica dellonda in calore. Questo è in sostanza il principio fisico cha sta 







è quella che contribuisce maggiormente alle perdite dielettriche della microonda e ne 
riduce di conseguenza la profondità di penetrazione. Possiamo dire in generale che, 
per una data frequenza della radiazione a microonde impiegata, maggiore è il 
contenuto d'acqua e  maggiore è l'assorbimento di energia e minore è la profondità di 
penetrazione. Invece nei materiali maggiormente trasparenti, o nei solventi non polari  
l'assorbimento è modesto e di conseguenza la profondità di penetrazione, a parità di 
frequenza, è maggiore. Per dare un ordine di grandezza ricordiamo che le microonde a 
2450 MHz, che hanno una lunghezza donda di 12.2 cm nel vuoto, hanno una 
profondità di penetrazione di 8 cm nel grasso animale ma solo di 1.7 cm nell'acqua di 
rubinetto. 
Cerchiamo di descrivere le caratteristiche principali delle tecniche di riscaldamento in 
situ a microonde e il loro impiego per l'attivazione di processi chimico-fisici. Questa 
tecnica viene oggi indicata, come chimica a microonde in situ (in situ microwave 
assisted chemistry). 
 
5.1.1 Le antenne a microonde 
Le antenne interstiziali a microonde sono dispositivi coassiali sottili che vengono 
inseriti nei materiali da riscaldare utilizzando un involucro isolante, come ad esempio 
una guaina di plastica o di vetro. All'estremità distale il cavo coassiale con il quale 
viene realizzata l'antenna è configurato per lo più come un dipolo radiante simmetrico 
o asimmetrico, (quest' ultimo essendo spesso indicato impropriamente, col nome di 
monopolo), nella maggiore parte dei casi risonante "a /4", essendo  la lunghezza 






campo elettromagnetico in direzione prevalentemente ortogonale all'asse. Le 
frequenze utilizzate tipicamente si trovano nelle bande centrate attorno a 433 MHz, a 
915 MHz o a 2450 MHz. Quest'ultima banda di frequenze è quella consentita per 
applicazioni civili e industriali in tutti i paesi industrializzati. Le antenne coassiali 
possono operare da sole o in sistemi a schiera (array) costituiti da due o più antenne 
disposte parallelamente, eccitate contemporaneamente con una stessa sorgente e 
posizionate in modo tale da riscaldare una volume avente geometria, entro certi limiti, 
controllabile. La parte attiva delle antenne (estremità distale) può essere configurata 
in modo da ottenere un'emissione distribuita maggiormente nel senso della lunghezza, 
cioè lungo l'asse dell'antenna stessa, oppure maggiormente concentrata in avanti (end-
fire antenna).  
Non è eccessivo affermare che tra tutte le tecnologie utilizzate per il riscaldamento di 
materiali dielettrici con l'impiego di onde elettromagnetiche, in particolare quando si 
tratta di materiali acquosi di interesse chimico o biochimico, il riscaldamento a 
microonde costituisce una delle più grandi invenzioni dell'uomo dopo il fuoco.  
L'impiego di energia a microonde per l'attivazione di reazioni chimiche si basa in 
massima parte su questo fenomeno. Si tratta di un fenomeno di portata generale e 
riguarda la possibilità di riscaldare efficacemente tutti i materiali non metallici con 
perdite dielettriche. Infatti il riscaldamento a microonde, definito anche come 
riscaldamento dielettrico o volumico, come dimostreremo più avanti con qualche 
esempio, consente di ottenere risultati migliori ed in minore tempo rispetto a tutte le 







Nel riscaldamento convenzionale il calore viene trasmesso per conduzione, per 
convezione o per irraggiamento, producendo un aumento di temperatura che 
inizialmente interessa la superficie del materiale trattato, e successivamente si 
propaga dalla superficie all'interno. Nei corpi solidi ciò avviene in massima parte per 
conduzione. Nel caso del riscaldamento a microonde invece il calore viene generato 
direttamente ed istantaneamente all'interno del materiale per azione del campo 
elettromagnetico della microonda che vi penetra. Infatti la propagazione dell'energia 
elettromagnetica avviene alla velocità della luce. In questo modo possiamo ottenere 
un aumento di temperatura nella massa trattata in un tempo assai minore di quello che 
è necessario utilizzando altri metodi. Anche nel caso del riscaldamento a microonde il 
trasferimento di calore per conduzione, per convezione e/o per irraggiamento 
(quest'ultimo è rilevante quando è interessata la superficie dei materiali) può giocare 
un ruolo importante per quanto riguarda la distribuzione della temperatura nella massa 
riscaldata, ma il risparmio di tempo che si ottiene a motivo della propagazione e 
dell'assorbimento istantanei dell'energia in un volume esteso resta comunque 
l'elemento caratterizzante di questo tipo di processo. In Fig 5.2. a e b illustriamo le 








Quando affrontiamo il problema del riscaldamento dielettrico in un materiale (non 
magnetico) caratterizzato da una permittività relativa complessa  
(5.1.1)    )(   j   
la grandezza fondamentale agli effetti del risultato è la potenza dissipata per unità di 
volume dal campo a microonde: 
(5.1.2)    20 rmsV EP    (W/m3) 
ove  (s-1) è la frequenza angolare, 0  =8.854 x 1012 F/m è la permittività del vuoto 
ed Erms (V/m) è il valore efficace del campo elettrico della microonda. Lequazione 
(5.1.2.) vale nel caso che si tratti di assorbimento da parte di materiali non magnetici, 







5.1.2 Vantaggi teorici e pratici. 
Consideriamo un solido di dimensione caratteristica L, ( ad esempio, in caso di una 
sfera,  il suo diametro), calore specifico c, densità  e conducibilità termica k. Se lo 
sottoponiamo a riscaldamento convenzionale, ad esempio con il contatto dellaria 
calda di un forno o di una fiamma, come illustrato in  Fig 5.2 a), la temperatura 
inizialmente aumenta sulla sua superficie ed il tempo necessario perché raggiunga un 
valore livellato in tutto il volume è dato da (Gaponov-Grekhov, 1994): 
(5.1.3)    kLcV /
2   
Durante il riscaldamento la differenza di temperatura tra la superficie ed il centro del 
corpo )( cs TTT  dipende dalla velocità del riscaldamento stesso: 
(5.1.4)   )/()()( 0 VsVscs TTTTT    
avendo indicato con T0 la temperatura iniziale e con s il tempo caratteristico per 
avere una temperatura superficiale Ts.. Così il riscaldamento convenzionale effettuato 
attraverso la superficie è caratterizzato da una distribuzione della temperatura che è 
uniforme solo dopo molto tempo, cioè allequilibrio termico, mentre durante il 
processo nel centro del corpo si ha una temperatura sistematicamente più bassa. Il 
tempo necessario per riscaldare la regione centrale, c , non può essere inferiore a 
V , (il tempo necessario a raggiungere una temperatura di equilibrio nell'intero 
volume) e questo tempo per materiali aventi caratteristiche ordinarie varia da diversi 
minuti nel caso di corpi di piccole dimensioni (L1 cm) a qualche giorno per oggetti 






Vediamo come vanno le cose nel caso di riscaldamento a microonde, detto anche 
dielettrico o volumico. Laumento di temperatura al centro dipende dalla potenza 
assorbita per unità di volume PV: 
(5.1.5)    Vmsc PTc /   
ove )( 0TTT mm  , e Tm è la temperatura massima richiesta per il riscaldamento. 
Perciò in questo caso non si ha la condizione restrittiva Vc    e se PV è 
sufficientemente elevato possiamo ottenere un riscaldamento della zona centrale in un 
tempo inferiore a quello che serve a scaldare la superficie. Per avere una stima dei 
livelli di potenza che servono a garantire vantaggi apprezzabili con il riscaldamento a 
microonde nei confronti di quello convenzionale, sfruttiamo le espressioni (5.1.3) e 
(5.1.5). 
 Si ha un vantaggio quando: 
2/ LkTP mV   
e quindi 
(5.1.6)    kLTLPP mV 
3
 
dove P rappresenta la potenza a microonde che deve essere disponibile. 
Esempi 
Calcoliamo le grandezze in gioco in un caso concreto per determinare la potenza P 
necessaria per ottenere il riscaldamento in minore tempo utilizzando una sorgente a 
microonde. Proponiamoci di portare all'ebollizione  (da 20 0C a 100 0C) l'acqua 







microonde esterna, e calcoliamo per quali livelli di potenza il riscaldamento 
dielettrico è più rapido di quello convenzionale. Per semplicità supponiamo che il 
processo sia senza perdite, che cioè non si abbia scambio di calore con l'esterno. Posto 
80 mT  0C, L = 0.1 m, k = 0.5 W/m 0K, dalla (5.1.6) si deduce che per ottenere il 
risultato voluto con Vc    è sufficiente che sia P>4.0 W. In altri termini, 
nell'esempio considerato, affinché il riscaldamento a microonde sia più rapido di 
qualsiasi altra forma di riscaldamento convenzionale, a parità di potenza, è sufficiente 
che la sorgente possa erogare una potenza superiore a 4 W. 
Calcoliamo la potenza necessaria per fare bollire in 5 minuti 650 ml di acqua 
contenuta in un pallone di vetro. Sulla base di semplici considerazioni energetiche e 
facendo ancora astrazione dalle perdite per trasmissione del calore verso l'esterno, la 
potenza necessaria per elevare la temperatura da 20 0C a 100 0C in 5 minuti si ottiene 
calcolando il calore necessario al processo. Questo è dato da: 
(5.1.7)    TMcQ   
essendo M= massa dell'acqua ~ 0.65 Kg, c = calore specifico ~ 4180 J/Kg 0C, T= 
aumento della temperatura = 80 0C. L'energia richiesta è Q~217.4 kJ. La potenza 
necessaria di conseguenza è Q/300=724.5 W. Si tratta di una potenza ampiamente 
disponibile con limpiego di una sorgente di facile reperibilità e a basso costo (il 
magnetron che alimenta il forno di uso domestico).  
Questi semplici calcoli di ordine di grandezza ci fanno capire che il riscaldamento a 






quanto utilizza una forma di energia totalmente controllabile elettronicamente e 
trasferibile a grande distanza, ma soprattutto è vantaggioso perché il processo di 
riscaldamento dielettrico risulta più favorevole in termini di bilancio energetico-
temporale. 
 
5.1.3 Una nuova modalità di riscaldamento a microonde: il riscaldamento in situ 
Negli esempi trattati abbiamo sottinteso che la sorgente a microonde trasferisca tutta 
la potenza richiesta al materiale da riscaldare. Ciò in pratica succede solo se 
disponiamo di sistemi accurati di focalizzazione, perché altrimenti una buona parte 
della potenza emessa da una sorgente esterna al materiale non viene utilizzata, a 
motivo dei fenomeni inevitabili di riflessione, di diffrazione ecc., e la resa del 
processo è inferiore a quella prevista dal nostro calcolo. 
L'introduzione di un'antenna a dipolo coassiale (King, 1981) in grado di emettere tutta 
la potenza convogliata dalla sorgente all'interno del materiale da trattare consente di 
realizzare vantaggi sostanziali 
1) Il rendimento energetico è il massimo possibile perché viene utilizzata 
tutta la  potenza disponibile. 
2) Il processo avviene indipendentemente dalla forma o dal materiale con 
cui sono costruite le pareti del reattore. 
3) Possono essere utilizzati reattori ordinari, anche con parti o con pareti 
metalliche, posti direttamente sul banco 
4) L'operatore ha il completo controllo diretto, visuale, manuale e 







5) La tecnologia è versatile, e poiché i reattori non devono essere rinchiusi 
all'interno di scatole metalliche, sono consentite applicazioni multi-
disciplinari. 
6) E' possibile impiegare un sistema di applicatori multipli per la 
costruzione di impianti di potenze elevata, su scala di interesse 
industriale. 
7) La tecnologia è sicura perché quando la potenza impiegata è elevata e 
non vi è assorbimento totale da parte del materiale, è sufficiente foderare 
il recipiente con un foglio di alluminio per evitare che l'operatore sia 








5.2 Propagazione di microonde nei materiali assorbenti 
Dal punto di vista della propagazione delle onde elettromagnetiche consideriamo  
quei materiali che partecipano a reazioni chimiche e che si comportano come 
dielettrici assorbenti. Possiamo assumere che abbiano una permeabilità magnetica  
uguale a quella del vuoto  ed indipendente dalla frequenza, ed una permittività,  
(che alcuni autori continuano a chiamare impropriamente la costante dielettrica) che 
invece dipende fortemente dalla frequenza. La parte reale della permittività,  
diminuisce mentre la parte immaginaria, , che in sostanza è proporzionale alla 
conducibilità, aumenta con laumentare della frequenza. Inoltre nella maggiore parte 
dei casi il coefficiente termico della permittivià (reale) diminuisce mentre la 
conducibilità ha un coefficiente termico leggermente maggiore e positivo. Alcune 
considerazioni elementari basate su questi parametri costitutivi  dei  materiali di cui ci 
occupiamo nella chimica a microonde ed alcune formule fondamentali 
dellelettromagnetismo sono sufficienti a descrivere una grande parte dei fenomeni 
più significativi connessi con le applicazioni di laboratorio e industriali. 
 
5.2.1 Profondità di penetrazione 
Quando intendiamo inviare radiazioni a microonde all'interno di un reattore chimico 
per aumentarne la temperatura ha senso chiederci quale sia la profondità di 
penetrazione dellenergia e come il risultato dipenda dalle caratteristiche del mezzo e 
dal tipo di applicatore usato. Per definire la profondità di penetrazione conviene 
dapprima considerare il caso più semplice di un'onda piana che si propaga all'interno 







(5.2.1)    )( effj   
Se indichiamo con E(z0) l'ampiezza del campo elettrico dell'onda nel punto di 
coordinata z=0, dopo un tratto z la sua ampiezza si riduce in modo esponenziale 
secondo la legge di Beer-Lambert: 
(5.2.2)    /0 )()( zezEzE   
In questa formula  è la distanza alla quale il campo elettrico si riduce di un fattore 
1/e rispetto al suo valore iniziale, cioè del 36.7 %. Possiamo calcolare la profondità di 
penetrazione in funzione della permittività complessa del mezzo e della frequenza 
della microonda. 
Lequazione delle onde elettromagnetiche in un mezzo materiale, nel caso di 
approssimazione di onda piana, ammette per il campo elettrico la soluzione (Metaxas, 
1993): 




Si tratta di un campo oscillatorio che si propaga nella direzione z con un fattore di 
propagazione complesso dato da: 
(5.2.4)    jj  2/100 )(  
avendo indicato con  il fattore di attenuazione dellonda e con  il fattore di fase. 
Quindi nel propagarsi attraverso il mezzo il campo elettrico dellonda si riduce 
esponenzialmente, mentre la potenza, che viene trasferita al mezzo proporzionalmente 






fattori a partire dalla (5.2.4) ed assumendo che il mezzo non abbia assorbimento 
magnetico ( == un numero reale ). Si ha: 
























 eff    rad/m 
Lespressione del fattore di attenuazione può essere semplificata considerando i due 
casi particolari in cui si ha o un mezzo molto assorbente oppure un mezzo poco 
assorbente. 
1) Nel caso di un mezzo molto assorbente si ha 1/"  eff  e quindi  














Questa relazione riguarda materiali conduttori. Poiché quando 0 si ha 
eff  0 , dalla (5.2.7) si ottiene la profondità di penetrazione intesa come effetto 
pelle o skin depth s, con: 
(5.2.8)    s /1   














 effeff  
avendo indicato con 0 la lunghezza donda della radiazione nel vuoto, 
  2/100c , e 1 . 
Sostituendo la (5.2.4) nella (5.2.3) otteniamo: 





Il primo esponenziale dà lattenuazione del campo elettrico cosicché la potenza 
dissipata diminuisce secondo una legge esponenziale del tipo 
(5.2.11)    zz ePzP
2
0)(   
Se definiamo come profondità di penetrazione quella distanza DP alla quale la potenza 
diminuisce di un fattore 1/e rispetto al suo valore iniziale (sulla superficie), si ha: 




Sostituendo la (5.2.5) nella (5.2.11) otteniamo lespressione generale della profondità 
di penetrazione: 







































 e la profondità di 
penetrazione diventa approssimativamente: 












Le equazioni (5.2.13) e (5.2.14) ci dicono che la profondità di penetrazione della 
potenza è tanto più grande quanto più grande è la lunghezza donda. Per frequenze 
inferiori a 100 MHz la penetrazione è dellordine del metro, a meno che il materiale 
non presenti perdite dielettriche estremamente elevate. 
Da quanto esposto, per calcolare la profondità di penetrazione della microonda in un 
mezzo dielettrico è sufficiente conoscere la frequenza dell'onda e la permittività 








5.3. Applicazione delle microonde alle foglie di Laurus nobilis L.  
Diverse tecniche sono state correntemente 
utilizzate per lestrazione di oli essenziali da 
materiale vegetale; tali tecniche includono 
lestrazione fluida supercritica, lestrazione 
liquida pressurizzata, lestrazione 
pressurizzata con acqua calda, lestrazione 
idrotermica, lestrazione in corrente di 
vapore, lestrazione con solventi, assistita da 
membrane, lSPME (Solid Phase Micro-
Extraction), lSBS e lestrazione con 
ultrasuoni. 
Recentemente il metodo dellestrazione assistita dalle microonde (MAE) sembra aver 
destato  particolare interesse, soprattutto dovuto alla velocità di riscaldamento dei 
campioni di acqua utilizzati (M. Kosar et al., 2005; F. Chemat et al., 2006). 
La tecnica MAE infatti consente lestrazione di oli essenziali, introducendo i 
campioni di materiale vegetale in una cavità versatile a microonde; risultano quindi di 
primaria importanza sia la forma che le dimensioni del recipiente utilizzato durante la 
distillazione. 
Il reattore deve essere di tipo non metallico e luso di sensori ed altri strumenti con 
parti metalliche è estremamente limitato. Luso di congegni ausiliari o componenti in 
vetro direttamente connessi al reattore, così come un condensatore a riflusso, una 






procedure ed in generale devono essere posizionati allesterno del forno. La diretta 
visualizzazione e laccesso manuale al reattore sono proibiti alloperatore. 
Precedenti studi hanno visto limpiego di microonde per lestrazione di oli essenziali; 
Lucchesi et al. hanno confrontato il metodo classico della idrodistillazione per 
lestrazione dellolio di Ocimum basilicum L., Mentha crispa L. e Thimus vulgaris L. 
con il metodo di distillazione microonde-assistito (MW) in assenza di solventi. Gli oli 
essenziali ottenuti in 30 minuti con il secondo metodo sono comparabili, sia da un 
punto di vista qualitativo che quantitativo a quelli ottenuti dopo 4,5 ore di 
distillazione classica. Il metodo microonde-assistito (MW) permette una maggiore e 
più efficiente estrazione di composti ossigenati con un consistente risparmio di tempo 
e di energia ( M.E. Lucchesi et al., 2004). 
Goretti et al. hanno studiato la composizione degli oli essenziali di tre specie di 
Ocimum ottenuti con 3 ore di idrodistillazione, distillazione microonde-assistita in un 
forno modificato e con 30 minuti di estrazione supercritica con CO2 (Goretti et al. 
2004). La idrodistillazione ha fornito rese maggiori, la maggiore percentuale di 
eugenolo è stata ottenuta con la idrodistillazione e lestrazione supercritica, sebbene il 
metodo a microonde (MW) ha fornito maggiori quantitativi di 1,8-cineolo e 
sesquiterpeni (M.G. De Vasconcelos Silva et al., 2004). Sebbene tutti gli autori 
sottolineino i molti vantaggi della distillazione microonde-assistita (MAE) e solo 
alcuni hanno osservato un incremento della resa (F. Chemat et al., 2006; AM. Ferhat 
et al., 2006; A. Longarese-Patrón, e M.P.Cañizares-Macías 2006; M. Iriti et al., 2006; 
M. Kosar et al., 2005; F. Priego-Capote, e MD. Luque de Castro 2005; S. Labozzetta 







necessario e la scadente versatilità e accessibilità del forno a microonde fanno di 
questa tecnica i veri svantaggi  per gli operatori.  
Luso di una nuova tecnica di riscaldamento a microonde come viene mostrato 
successivamente, potrà eliminare praticamente tutti gli inconvenienti fino ad ora 
incontrati. 
 
5.3.1 Materiale vegetale 
Sono state utilizzate per questo progetto foglie di 
piante coltivate di Laurus nobilis L., le quali sono 
state raccolte durante il mese di aprile 2006 e 
sottoposte ad essiccamento, questultimo 
avvenuto a temperatura ambiente fino a peso 
costante. 
Lolio essenziale è stato ottenuto per: 
1. idrodistillazione in apparecchio Clevenger equipaggiato con un termomanto 
ed il riscaldamento è stato protratto per 1 ora (metodo classico). 
2. idrodistillazione microonde-assistita, con una potenza di 200W per 1 ora. 
3. idrodistillazione microonde-assistita, con una potenza di 300W per 1 ora. 
4. idrodistillazione con microonde ad impulsi (con una potenza globale di 
200W ) per 1 ora. 
Ciascun esperimento è stato effettuato in triplicato. I risultati (resa in olio essenziale e 
classe chimica dei composti) dopo loro conversione in valori angolari, sono stati 






utilizzato è stato randomised block e factorial AXB, per le rese e le classi 
chimiche rispettivamente. I dati percentuali, prima di essere sottoposti al programma 
ANOVA, sono stati trasformati applicando larcsin √%. I valori medi sono stati 
separati sulla base del test LSD solo quando il test F dellANOVA per i trattamenti, è 
stato significativo al livello di probabilità 0.05 o 0.01 (K.A. Gomez, A.A. Gomez  
Wiley, New York, 1984). 
Un progetto sperimentale fattoriale è stato utilizzato per testare due trattamenti: 
 A: gruppi di composti 
 B: metodi di estrazione. 
 
5.3.2 Composizione degli oli ed analisi della varianza 
La composizione degli oli essenziali è riportata in Tabella 5.1, dove i composti sono 
elencati secondo i loro tempi di eluizione dalla colonna HP-5. In totale sono stati 
identificati 40 composti con una accuratezza che oscilla tra il 95.5% e il 98.8% per 
tutti gli oli. 
Alcuni dei volatili (-elemene, spatulenolo, e epi-10--eudesmolo)sono stati ottenuti  
solo ed esclusivamente con il metodo 1 (idrodistillazione classica), al contrario, 
terpineolo e il borneolo sono stati estratti solo con i metodi 2, 3 e 4 (microonde 
assistiti ). 
Lanalisi statistica (Tabella 5.2) evidenzia differenze significativi tra i principali 
valori relativi alle classi chimiche dei composti degli oli essenziali. I monoterpeni 







dagli idrocarburi monoterpenici (15.9%), sesquiterpeni ossigenati (4.2%) e 
idrocarburi sesquiterpenici (1.0%). 
Il secondo trattamento, non ha mostrato differenze statisticamente significative 
relative ai principali composti volatili, comunque è interessante notare che 
linterazione tra i trattamenti ha prodotto differenze statisticamente significative: il 
diverso metodo utilizzato per lestrazione dellolio essenziale influenza la quantità 
delle diverse classi chimiche. Infatti differenze significative sono state evidenziate nel 
contenuto di monoterpeni ossigenati e fenilpropanoidi rispetto ai differenti metodi di 
estrazione usati; sebbene non ci siano differenze tra sesquiterpeni (sia ossigenati che 









Tab. 5.1 Composizione dellolio essenziale estratto dalle foglie di L. nobilis ottenuto con il metodo tradizionale di distillazione 1, distillazione a microonde 200W 2, 
300W 3 e ad impulsi 4. 
 





 (200w) 2 
Distillazione con 
microonde 
 (300w) 3 
Distillazione con 
microonde 
 (pulsed) 4 
-tuiene 933 0.4±0.1 1.0±1.3 0.3±0.0 0.3±0.0 
-pinene 941 3.2±0.6 2.6±0.4 2.6±0.2 2.7±0.2 
Camfene 955 0.3±0.1 0.3±0.0 0.3±0.0 0.3±0.1 
Sabinene 977 6.5±1.0 6.0±0.3 5.8±0.4 5.9±0.3 
-pinene 981 2.9±0.5 2.5±0.2 2.4±0.1 2.5±0.2 
Mircene 992 1.1±0.2 0.9±0.1 0.8±0.0 1.0±0.1 
3-carene 1013 0.5±0.1 0.4±0.1 0.4±0.0 0.5±0.1 
-terpinene 1020 0.2±0.1 0.2±0.0 0.2±0.0 0.2±0.0 
p-cimene 1028 0.2±0.0 0.2±0.0 0.2±0.0 0.2±0.0 
Limonene 1032 1.3±0.3 1.4±0.1 1.3±0.1 1.3±0.2 
1,8-cineolo 1035 35.7±2.6 34.9±5.2 31.4±1.0 35.7±0.7 
-terpinene 1064 0.4±0.1 0.4±0.0 0.3±0.0 0.4±0.0 







Terpinolene 1089 0.2±0.1 0.2±0.1 0.2±0.1 0.2±0.0 
trans-sabinene idrato 1100 9.7±0.3 11.9±0.9 9.8±0.5 11.4±2.0 
-terpineolo 1166 -c 0.4±0.0 0.6±0.0 0.4±0.0 
Borneolo 1167 - 0.2±0.0 - 0.2±0.0 
4-terpineolo 1180 1.4±0.1 1.6±0.0 1.6±0.0 1.5±0.1 
-terpineolo 1190 2.8±0.1 3.2±0.2 3.3±0.2 3.0±0.2 
Nerolo 1227 0.2±0.1 0.3±0.0 0.3±0.0 0.2±0.0 
Linalil acetato 1258 0.3±0.1 0.4±0.0 0.4±0.0 0.4±0.1 
Isobornil acetato 1286 0.3±0.0 0.4±0.1 0.4±0.0 0.4±0.0 
Sabinil acetato trans 1291 0.1±0.0 0.2±0.0 0.2±0.0 0.2±0.0 
-terpinil acetato 1351 9.3±0.6 12.1±1.9 11.4±0.3 10.4±0.1 
Eugenolo 1356 4.8±0.4 3.8±0.5 5.5±0.3 4.3±0.3 
-elemene 1390 0.1±0.0 - - - 
Metil eugenolo 1404 6.8±0.9 8.1±1.4 9.4±0.3 7.9±0.2 
-cariofillene 1420 0.6±0.1 0.4±0.0 0.5±0.0 0.5±0.0 
Valencene 1492 0.3±0.1 0.3±0.1 0.4±0.0 0.3±0.0 






Elemicina 1554 0.6±0.1 0.5±0.1 0.7±0.0 0.5±0.0 
Spatulenolo 1577 0.6±0.1 - - - 
Germacrene D-4-olo 1574 1.2±0.3 1.2±0.3 1.6±0.1 1.2±0.2 
Cariofillene ossido 1581 0.2±0.0 0.7±0.1 0.8±0.0 0.7±0.1 
Viridiflorolo 1590 0.3±0.1 0.2±0.0 0.3±0.0 0.2±0.0 
Epi-10--eudesmolo 1619 0.3±0.1 - - - 
-eudesmolo 1630 0.2±0.1 0.1±0.1 0.2±0.1 0.2±0.0 
Cariofilla-4(14),8(15)-dien-5-olo 1637 0.2±0.1 0.2±0.0 0.2±0.0 0.2±0.0 
Bisabololo epi  1647 0.5±0.1 0.5±0.1 0.5±0.1 0.5±0.1 
-eudesmolo 1652 1.2±0.3 0.8±0.2 1.3±0.2 1.0±0.1 
Totale composti identificati  95.8 98.8 95.5 97.3 
 
a
 Percentuale calcolata per normalizzazione delle aree (FID); 
b









Tab. 5.2. Principali percentuali delle principali classi chimiche di composti volatili ottenuti con i differenti 
metodi.  
 
1 Idrodistillazione in apparecchio Clevenger equipaggiato con un termomanto ed il riscaldamento è 
stato protratto per 1 ora (metodo classico). 
2 Idrodistillazione microonde-assistita, con una potenza di 200W per 1 ora. 
3 Idrodistillazione microonde-assistita, con una potenza di 300W per 1 ora. 
4 Idrodistillazione con microonde ad impulsi (con una potenza globale di 200W ) per 1 ora. 
*I Valori principali seguiti da lettere differenti sono diversi e P<0.01 in accordo con LSD test. 
 
In particolare, i monoterpeni ossigenati sono estratti in grande quantità utilizzando i 
metodi 2 e 4 piuttosto che i metodi 1 e 3; per i fenilpropanoidi, i metodi 3 e 4 
permettono di ottenere rese più alte che i metodi 1 e 2. 
I risultati sono in pieno accordo con quelli precedentemente pubblicati2 per specie 
simili, che però prevedevano lutilizzo di un forno a microonde convenzionale. 
Trattamenti statistici analoghi, applicati alle rese degli oli essenziali (Tabella 5.3) 
ottenuti con i quattro differenti metodi, ad un livello di significatività del 99% non 
hanno mostrato differenze statisticamente significative relative a ciascun metodo 
estrattivo, solo al livello del 95%, i metodi 2 e 3 mostrano aumenti nelle rese 
statisticamente significativi, anche se in misura estremamente modesta. 
Classi chimiche Metodi 
 1 2 3 4 
Monoterpeni ossigenati 60.43 BC* 66.19 A 59.87 C 64.32 AB 
Idrocarburi monoterpenici 17.37 D 16.11 DE 14.82 DG 15.35 DF 
fenilpropanoidi 1.24 G 12.40 FG 15.58 DE 12.67 EG 
Idrocarburi sesquiterpenici   1.22 I 0.66 I 1.06 I 1.04 I 














1 Idrodistillazione in apparecchio Clevenger equipaggiato con un termomanto ed il riscaldamento è 
stato protratto per 1 ora (metodo classico). 
2 Idrodistillazione microonde-assistita, con una potenza di 200W per 1 ora. 
3 Idrodistillazione microonde-assistita, con una potenza di 300W per 1 ora. 
4 Idrodistillazione con microonde ad impulsi (con una potenza globale di 200W ) per 1 ora. 
 
I Valori principali seguiti da lettere differenti sono diversi e P<0.05 in accordo con LSD test. 
 
Lefficienza del riscaldamento a microonde applicato in situ è stata confermata dalle 
misurazioni del consumo di energia elettrica e del tempo necessario per lebollizione 
della miscela acquosa. Il recipiente di reazione, riempito con 650 ml di acqua e 30 g 
di foglie di Laurus nobilis, a temperatura ambiente (T=21°C), è stato riscaldato con 
un mantello elettrico standard a 400W ottenendo la temperatura di ebollizione in tc 
=22 minuti (±3 minuti). Il tempo necessario per lebollizione di una miscela simile 
partendo dalla temperatura ambiente e applicando una potenza microonde di 736W è 
stato di tMW=5 minuti (±2 minuti). Lenergia necessaria usando il riscaldamento 
convenzionale è stata Ec=528 KJ, utilizzando il metodo a microonde è stata invece 
EMW=368 KJ con un risparmio energetico di circa il 30% ed un risparmio di tempo  
 
Metodi Rese (%) 
1 0.784 b 
2 0.813 ab 
3 1.132 a 







maggiore del 40%. Si ritiene che il costo energetico possa diminuire negli impianti 







5.4. Risparmio energetico e conclusioni 
In questo studio, la potenza delle microonde in situ è stata applicata per la prima volta 
utilizzando un radiatore ad immersione coassiale isolato a 2450 MHz. I risultati 
ottenuti con lidrodistillazione dellolio essenziale di Laurus nobilis dimostrano che il 
metodo è flessibile e di basso costo e che il riscaldamento a microonde in situ ha un 
numero considerevole di vantaggi rispetto alle convenzionali tecniche estrattive a 
microonde. 
Lestrazione/distillazione classica (metodo 1) e i metodi a microonde utilizzati nel 
presente lavoro (metodi 2, 3 e 4) sono comparabili a quelli che utilizzano un forno o 
una cavità a microonde monomodale (F. Priego-Capote, e MD. Luque de Castro 
2005; S. Labozzetta et al., 2005), entrambi per la resa estrattiva e per la percentuale 
dei principali composti ottenuti. 
Prendendo in considerazione le classi chimiche dei volatili, è stato possibile notare un 
significativo miglioramento nella capacità estrattiva dei metodi a microonde per i 
fenilpropanoidi ed i monoterpeni ossigenati rispetto al metodo classico. Questa 
caratteristica dovrebbe essere tenuta in considerazione nel caso di oli ricchi in tali 
costituenti. 
Il riscaldamento a microonde generato da unantenna in situ ha molti vantaggi pratici 
ed in generale risulta facilmente applicabile in campo chimico, in accordo al brevetto 
depositato dal CNR (National Reserch Council of Italy). 
La comune vetreria di laboratorio come pure recipienti in metallo di tutte le forme e 
materiali possono essere usati nelle condizioni di sicurezza, anche ad alte temperature 







Da non sottovalutare la possibilità delloperatore di dirigere manualmente, 
visualizzare e controllare la strumentazione durante i processi. É un metodo versatile, 
di facile applicazione e soprattutto poco costoso. Tale estrazione risulta 
economicamente vantaggiosa sia in termini di tempo che di energia spesa. Possiamo 
infine affermare che luso di un sistema multiplo di antenne potrebbe 
inequivocabilmente rendere più agibili le applicazioni industriali. Leconomia del 
processo potrebbe essere ulteriormente aumentata in quanto con il riscaldamento a 
microonde effettuato con unantenna in situ è possibile applicare un sistema di 
coibentazione  al distillatore, cosa non realizzabile nel caso del riscaldamento con una 





Capitolo 6 Analisi SPME dei volatili emessi in vivo da diversi 
organi e singole parti di Citrus limon e composizione del suo olio 
essenziale 
 







Specie: C. limon 
 
         
      Fig. 6.1 Citrus limon 
 
 
Il limone (Citrus  limon L.) (Fig. 6.1) è un albero da frutto appartenente al genere 
Citrus e alla famiglia delle Rutaceae. Il nome comune limone si può riferire tanto alla 
pianta quanto al suo frutto. È un antico ibrido, forse tra il pomelo ed il cedro, ma da 






Il limone è un albero che raggiunge dai 3 ai 6 metri di altezza. I germogli ed i petali 
sono violetti.  
Il frutto è giallo all'esterno ed incolore all'interno, di forma sferica fino ad ovale, 
spesso con una protuberanza all'apice ed appuntito all'altra estremità. Lepicarpo può 
essere molto ruvido fino a liscio, più o meno foderato all'interno con una massa 
bianca spugnosa. 
Solitamente i limoni si coltivano per la produzione di frutti, ma la pianta può essere 
coltivata anche in vaso a scopo ornamentale. Per le coltivazioni in vaso è consigliata 
terra specifica per agrumi ed il rinvaso annuale prima del ricovero invernale in serra.  
In clima favorevole, il limone fiorisce e fruttifica due volte all'anno. La fioritura dura 
almeno due mesi ed il frutto maturo può poi attendere altri due mesi sull'albero prima 
di venir colto, il che favorisce una raccolta sistematica. La fioritura primaverile 
produce i frutti migliori, la cui raccolta dura poi tutto l'inverno, da novembre ad aprile 
o maggio. La seconda fioritura, alle volte forzata nelle piantagioni commerciali, 
avviene in agosto e settembre ed i frutti si possono raccogliere da maggio in poi, 
subito dopo quelli invernali. In condizioni favorevoli, un albero adulto può dare da 
600 a 800 frutti all'anno. 
6.1.2 Distribuzione geografica 
La prima descrizione del limone, introdotto dall'India due secoli prima, appare in 
scritti Arabi del dodicesimo secolo. Le origini del nome derivano dal persiano (áیãæ 
Limu). In Europa la prima coltivazione è a Genova a metà del quindicesimo secolo; 




Oggi il limone viene coltivato in tutto il mondo nella fascia subtropicale, dove il clima 
è sufficientemente caldo ed umido. Il produttore maggiore è il Messico, subito seguito 
dall'India. In Italia si coltiva principalmente nel meridione, e precisamente in Sicilia, 
Calabria e Campania. 
6.1.3 Usi 
In media, la buccia del limone può raggiungere il 40% del peso complessivo, ed un 
altro 3% è rappresentato dai semi. Pur trattandosi di una media, il dato fa capire che 
questo frutto non viene coltivato solo per il succo, come comunemente si crede. Dalla 
buccia, molto apprezzata per la produzione di canditi, si estraggono anche essenze e 
pectina. Dai semi si estrae l'olio, e gli avanzi si impiegano nell'alimentazione animale. 
6.1.4 Il succo 
La parte del frutto più comunemente utilizzata è il succo che rappresenta fino al 50% 
del suo peso. Questo succo contiene 50-80 grammi/litro di acido citrico, che 
conferisce il tipico sapore aspro e diversi altri acidi organici tra cui l'acido ascorbico. 
È molto ricco in vitamine, soprattutto vitamina C (0,5 grammi/litro). Il succo 
pastorizzato si mantiene senza conservanti per almeno un anno e viene usato come 
ingrediente di vari alimenti e bevande. Il succo concentrato viene invece sottoposto ad 
ulteriore lavorazione e consumato nell'industria conserviera. 
6.1.5 L'olio essenziale 
L'olio essenziale di limone è un liquido giallo con forte odore di limone, 
completamente solubile in alcol, e costituito prevalentemente da limonene. Viene 
industrialmente deterpenato sia con la distillazione sottovuoto che con l'impiego di 





Nella produzione di detersivi viene impiegato non deterpenato e spesso diluito con 
prodotti meno costosi come l'olio di paraffina. 
6.1.6 Usi farmaceutici 
Anche in farmacologia il limone è molto apprezzato. Il suo uso come farmaco era 
consolidato quando ancora non si sapeva nulla delle vitamine. Innanzi tutto ne veniva 
apprezzato il succo quale antiemorragico e disinfettante. Era reputato indispensabile 
nella cura dello scorbuto, cosa ben nota tra i marinai che non mancavano di 
approvvigionarsi di limoni prima di ogni viaggio impegnativo. 
In Sicilia, dove esiste da sempre il problema dell'acqua potabile, era da sempre in 
voga l'uso di immettere nelle riserve d'acqua vari limoni tagliati a metà. La gente 
sapeva per esperienza che i limoni disinfettano l'acqua e la ricerca moderna ha dato 
ragione a questa saggezza antica. Forse dobbiamo trovare proprio in questi usi 







6.2  LSPME come strumento per stabilire i meccanismi dellimpollinazione 
 Già sappiamo che il colore dei fiori è il principale 
fattore attrattivo per gli insetti impollinatori, ma anche il 
loro stesso profumo gioca un ruolo fondamentale 
nellattrazione  di questi insetti (Dobson & Bergström 
2000, Dobson 1994). Lodore può agire allo stesso 
tempo a lunga distanza, come fattore di attrazione, e a breve distanza come fattore 
orientativo tra differenti parti dello stesso fiore o tra differenti fiori (Dobson et al 
1990; Williams 1983; Knudsen & Tollsten 1991; Dobson & Bergström 2000). La 
tecnica dello spazio di testa per campionare composti volatili presenti nellaria che 
circonda lintera pianta o alcuni organi della stessa, ha permesso di accertare che il 
profilo olfattivo del fiore differisce non solo tra specie, ma anche tra diversi organi 
allinterno di un singolo fiore (Knudsen & Tollsten 1991; Dobson et al 1990; Dobson 
et al 1987; Bergström et al 1995; McTavish et al 2000; Fernando & Grün 2001). 
Composti volatili potrebbero permettere agli insetti sia di riconoscere le loro 
specifiche piante ospite sia di valutare la quantità di ricompense in un fiore, in quanto 
il polline, un importante fonte di cibo per molti insetti che si nutrono sui fiori, 
produce anche odori. Infatti è ben documentato che il polline della maggior parte 
delle specie ha fragranze distintive valutabili dal naso umano (von Frisch 1923; von 
Aufsess 1960; Buchmann 1983). 
Questa situazione è stata confermata da analisi strumentali (GC e GC-MS) dei volatili 
campionati nellaria circostante il polline (Dobson et al 1987; Dobson et al 1990; 





Probabilmente lodore del polline si è evoluto come composto di difesa contro gli 
animali che se ne nutrono, ma quando le piante diventarono dipendenti dagli animali 
per limpollinazione, alcuni composti attraenti furono inseriti tra i volatili del polline 
(Dobson & Bergström 2000). In realtà le piante devono affrontare due pressioni 
contrastanti simultanee: il bisogno di proteggere il loro polline dagli insetti non-
impollinatori e la necessità invece, di pubblicizzare il polline per gli impollinatori. 
Gli studi dei profumi dei fiori e dei loro modelli allinterno di un singolo fiore sono 
importanti per capire meglio le basi chimiche dei rapporti pianta-animale e 
dellecologia dellimpollinazione. Inoltre, tali studi possono evidenziare nuove 
molecole profumate che potrebbero essere preziose sia per lindustria alimentare che 
profumiera. 
Le tecniche di campionamento del profumo dei fiori impiegate in molti studi hanno 
come svantaggio quello di richiedere considerevoli quantitativi di materiale fiorale, 
specialmente quando i campione volatili derivano dal polline (50-200 mg), e tempi di 
campionamento molto lunghi (24-48 ore per il polline, 8-27 ore per le parti fiorali). 
Inoltre presentano il rischio di contaminazione del campione e la perdita di volatili 
durante la concentrazione della miscela solvente-volatile a bagnomaria per la 
preparazione allanalisi GC (Dobson et al 1990; Dobson et al 1987; Bergström 1995). 
Durante il periodo di dottorato abbiamo studiato il profilo dei volatili emessi in vivo 
da fiori freschi interi (raccolti a differenti stadi di sviluppo), diverse parti del fiore e il 
polline di limone (Citrus limon Ten., Rutaceae). Tali strutture sono state analizzate 
tramite la Solid Phase Micro-Extraction (SPME) accoppiata con la Gas 




Inoltre sono stati studiati  i volatili emessi dallepicarpo dei frutti maturi ed immaturi, 
dalle foglie giovani e vecchie e lolio essenziale ottenuto dalla pressione a freddo 
dellepicarpo del frutto maturo. Infine, per valutare se i volatili potessero essere 
utilizzati come fattore discriminante fra i differenti modelli di emissioni dei vari 
organi, tutti i composti sono stati sottoposti ad Hierarchical Cluster Analysis (HCA). 
 
6.2.1 Materiale vegetale sottoposto ad analisi SPME 
Il materiale vegetale  è stato ottenuto da piante sviluppate nel giardino botanico 
delluniversità di Pisa.  
Sono stati preparati undici differenti campioni: 
- Fiore intero in boccio; 





- Epicarpo verde del frutto immaturo; 
- Epicarpo giallo del frutto maturo; 
- Foglia giovane; 
- Foglia vecchia; 






I campioni 1 e 2 sono stati preparati usando cinque organi raccolti nella fase 
vegetativa adeguata, tagliati pochi millimetri sotto il calice, e le estremità sono state 
avvolte in un foglio di alluminio per minimizzare le perdite di acqua. 
Sono stati introdotti in una fiala da 10 ml chiusa con un setto perforabile, nella quale 
sono stati lasciati equilibrare per 20 minuti ad una temperatura di 25°C, prima del 
campionamento. I campioni 3-5 sono stati preparati usando 10-20 parti raccolte da  
fiori aperti recentemente, evitando la contaminazione da parte di altre parti fiorali. 
Anchessi sono stati introdotti in una fiala da 4 ml chiusa con un setto perforabile, 
nella quale sono stati lasciati equilibrare per 20 minuti ad una temperatura di 25°C, 
prima del campionamento. I campioni 6 e 7 sono stati ottenuti da pezzi di epicarpo 
prelevato da frutti maturi o immaturi ai quali sono stati asciugati i margini prima del 
campionamento. Anchessi sono stati introdotti in una fiala da 4 ml munita di un setto 
perforabile e sono stati fatti equilibrare come i precedenti campioni.  
I campioni 8 e 9 erano formati da 5 foglie raccolte nella fase vegetativa adeguata, le 
cui estremità sono state avvolte in un foglio di alluminio per minimizzare le perdite di 
acqua. Sono stati introdotti in una fiala da 50 ml munita di un setto perforabile e sono 
stati fatti equilibrare come già descritto. Il campione 10 era formato da  3-5 mg di 
polline ottenuto per gentile scuotimento dei fiori dopo deiscenza dell'antera, e lasciato 





6.2.2 Emissione di composti volatili  in vivo dalle differenti parti di Citrus limon 
Come abbiamo accennato in precedenza le 
tecniche impiegate per il campionamento dei 
volatili emessi dai fiori, hanno lo svantaggio di 
richiedere considerevoli quantitativi di materiale 
fiorale, in particolare quando si lavora con il 
polline (50-200 mg), tempi molto lunghi di 
campionamento (24-48 ore per il polline, 8-27 ore 
per le altre parti del fiore), così come il rischio di 
possibili contaminazioni del campione e perdita di 
volatili durante la concentrazione della miscela 
volatili-solvente effettuata in un bagnomaria come 
fase preliminare per la preparazione del campione 
da sottoporre a GC (Dobson et al 1990; Dobson et al 1987; Bergström 1995). 
Recentemente il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato che è possibile migliorare il 
metodo di campionamento con lapplicazione della tecnica Solid Phase Micro-
extraction (SPME) (Flamini et al 2003) (Fig. 6.2). 
I risultati dei campionamenti su C. limon sono riportati in tabella 6.1. Sono stati 
identificati 65 composti, che rappresentano dall87.7% al 99.8% dei volatili totali.  
Analizzando, in generale, i composti volatili dal punto di vista della loro appartenenza 
alle varie classi chimiche, si individuano, per la maggior parte,  mono e sesquiterpeni 
sia in forma idrocarburica che ossigenata insieme a composti con struttura non 





terpenica quali aldeidi a catena aperta da 9 a 14 atomi di carbonio e idrocarburi 
anchessi a catena aperta, saturi e insaturi da 13 a 17 atomi di carbonio. 
I petali (campione 3) erano caratterizzati da un basso contenuto di limonene (3.1%);  i 
composti ossigenati mono- e sesquiterpeni superavano il 60% dellintera 
composizione. Negli stami (campione 4), il limonene raggiungeva una percentuale  
del 22.9%, mentre i composti ossigenati rappresentavano il 46.7% di tutti i volatili. Al 
contrario, le foglie vecchie ( campione 10) contenevano il 30% di limonene e un alto 
contenuto (38.6%) di sesquiterpeni idrocarburi, rappresentati soprattutto dal -
cariofillene (25.1%),  mentre i composti ossigenati non superavano il 10%. Negli altri 
campioni, pistillo, epicarpo verde del frutto immaturo, epicarpo giallo del frutto 
maturo e foglia giovane (campioni 6-9), dove il limonene era il principale composto 
(>62%), i composti ossigenati erano ancora una volta in minore concentrazione,  
4.4%, 1.0%, 3.6%, 13.1% rispettivamente. Nel polline (campione 5), il limonene era 
assente e prevalevano i sesquiterpeni; in questo caso, i derivati ossigenati 
raggiungevano il 55% dei volatili totali emessi spontaneamente. 
Nella maggior parte dei campioni il limonene è stato identificato come il composto 
principale: nel pistillo, nellepicarpo verde del frutto immaturo, nellepicarpo giallo 
del frutto maturo e nelle giovani foglie dove raggiungeva il 62.5%, 65.3%, 68.3% e il 
65.3% rispettivamente. Con linvecchiamento delle foglie, il contenuto di limonene si 
riduceva alla metà (30.1%). Nei bocci fiorali, invece, esso è stato rilevato al 38.9%, 
percentuale che sale al 44.3% con lapertura del fiore, anche se sembra che le 
principali fonti di emissione siano gli stami e il pistillo (22.9% e 62.5% 




tendenza simile a quella del limonene può essere rilevata anche per l-pinene, il 
sabinene e il -pinene: le loro concentrazioni nel fiore si riducono rispetto al boccio. 
Al contrario, l1-8-cineolo e il trans-nerolidolo non sono stati identificati nei bocci 
fiorali, ma fanno parte invece dell'emissione naturale dei volatili dei fiori maturi 
(4.5% e 6.7%, rispettivamente). 
Oltre ai petali, le fonti principali di 1,8-cineolo erano gli stami, mentre nel caso del 
trans-nerolidolo, il polline è stato sicuramente responsabile della produzione in alte 
percentuali di tale alcool. Altri volatili identificati nel fiore non hanno subito 
variazioni significative. 
Altre differenze interessanti sono state rilevate tra la foglia giovane e quella vecchia, 
oltre al diverso contenuto in limonene sopra citato (65.3% e 30.1% rispettivamente ), 
altri composti sono stati emessi in quantità significativamente diverse dalle foglie 
giovani, quali le aldeidi isomeriche nerale e geraniale  6.4% e 5.5%, contro lo 0.8% e 
l 1.3% delle foglie vecchie. É stata evidenziata anche la tendenza opposta: 
lemissione del -cariofillene è passata da 2.3%nelle foglie giovani al 25.1% di quelle 
vecchie. L (E,E)--farnesene non è stato prodotto affatto dalle foglie giovani, mentre 
è comparso nel profilo dei volatili delle foglie più vecchie (4.4%). 
Il polline è stato caratterizzato da un profilo di emissione completamente diverso da 
tutte le altre parti del fiore, il composto volatile principale rilevato nel polline è stato 
il trans-nerolidol (30.7%), seguito dal -cariofillene (14.5%), l(E)-geranil acetone 
(9.0%), lisolongifolan-7--olo (10.0%), e il nonanale (6.7%). Questultima aldeide è 
risultata esclusiva dellemissione del polline e probabilmente rappresenta uno di quei 





potrebbero eventualmente cibare (Dobson & Bergsrtöm 2000). 
Durante la maturazione dei frutti, i volatili dell epicarpo non hanno subito variazioni 
significative nel loro profilo di emissione. Alcuni volatili secondari sono scomparsi 
dalla composizione relativa allepicarpo maturo, quali il linalolo, il sabinene idrato, l 
italicene, il valencene e l-bisabolene. 
L'olio essenziale ottenuto per pressione del pericarpo maturo, aveva una 
composizione molto simile a quella dei volatili emessi dalla stessa parte della pianta. 
Le differenze principali sono state essenzialmente un minore quantitativo di limonene 
(62.5% contro il 68.3%) e un cambiamento, anche se poco rilevante, nelle percentuali 








Tab. 6.1. Risultati dei campionamenti su C. limon. 
 
Constituentia l.r.ib (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
-tuiene 932 c     0.2 0.2 0.2   0.4 
-pinene 942 2.4 0.5 trd 0.5  0.9 1.0 1.6 1.0 0.6 1.9 
Camfene 955           0.1 
Sabinene 978 3.4 1.6  1.4  1.5 1.5 1.8 2.4 1.8 2.4 
-pinene 982 24.0 7.8 0.9 5.8  7.9 9.2 12.0 6.3 6.2 13.7 
Mircene 992 0.4 1.4  0.7  1.4 2.2 1.5 2.7  1.6 
Octanale 1002           tr 
(E)-3-esen-1-olo acetato 1004          1.4  
-fellandrene 1008           tr 
3-carene 1013      0.1   2.1 0.2  
-terpinene 1020  0.1  0.2  0.3 0.3 0.3   0.3 
p-cimene 1028  0.2  0.4  0.4 0.1   0.2 0.1 





1,8-cineolo 1035  6.7 10.2 23.1  1.7  tr    
(E)--ocimene 1051 7.0 5.4 3.9 3.1  3.1 0.1 0.1 3.0 5.4 tr 
-terpinene 1064 6.0 6.7 0.7 4.5  9.2 11.5 11.4 0.3 0.3 11.6 
cis-sabinene idrato 1070      0.2 0.1     
Terpinolene 1088 0.4 0.5  0.3  0.8 0.7 0.6 0.5  0.6 
Linalolo 1101 0.2 0.2 2.7 0.2  1.5 0.2  0.5  tr 
trans-sabinene idrato 1103    0.2   0.3     
Nonanale 1106     6.7     1.0 tr 
allo-ocimene 1131 tr 0.2    0.1      
Limonene ossido 1136      0.2      
Citronellale 1155         0.2  0.2 
4-terpineolo 1179      0.1      
-terpineolo 1192 tr    tr 0.5 0.2 0.2 0.2  tr 
Decanale 1202 tr    tr     1.5 tr 




Nerale 1243     tr  0.2 tr 6.4 0.8 1.0 
Geraniolo 1256       0.4 0.2 0.1 0.7  
Geraniale 1272       0.2 tr 5.5 1.3 1.4 
Indolo 1289   4.8 2.5 tr     1.0  
Tridecano 1300   0.1 0.2        
Metil antranilato 1338  0.7 8.4 0.2        
-elemene 1340 0.3 0.2    0.1    0.8  
Citronellil acetato 1356           tr 
Eugenolo 1358           tr 
Neril acetato 1365      0.1 0.3 0.2 0.1  0.6 
Geranil acetato 1385       0.5 0.2   0.6 
1-tetradecene 1393    0.2        
Tetradecano 1400   0.2 0.2 tr       
Italicene 1404       0.4     
Dodecanale 1411          1.2  





-cariofillene 1419 11.3 9.5 2.5  14.5 3.7 1.1 0.1 2.3 25.1 0.3 
trans--bergamotene 1436 1.2 1.4 0.2  3.2 0.7   0.2 2.8 0.2 
(E)-geranil acetone 1453   0.2 1.9 9.0     1.9  
-umulene 1456 0.6 0.6 0.2   0.3   0.1 1.0  
(E)--farnesene 1458  0.1 0.2         
-santalene 1463      0.1      
(Z,E)--farnesene 1491   0.5 0.2  0.2      
Valencene 1493 tr      0.1     
Biciclogermacrene 1496 1.3 0.9 0.2  4.4 0.5   0.1 3.5 tr 
Pentadecano 1500  0.9 4.2 2.0 2.2       
(E,E)--farnesene 1507  0.3 9.1 2.9  tr    4.4  
-bisabolene 1509 1.6 1.1 0.2  5.2 1.0 0.4  0.1 1.8 0.3 
trans-nerolidolo 1565  4.5 27.3 14.2 30.7 tr      
Cariofillene ossido 1583 tr     tr      




esadecano 1600     1.8       
Isolongifolan-7--olo 1621   13.6 6.9 10.0       
1-eptadecene 1673    0.3        
(Z,E)--farnesolo 1697  0.2          
Eptadecano 1700  0.1 0.2 0.2        
(E,E)--farnesolo 1792  0.3          
Totale composti identificati  99.0 96.5 93.6 95.2 87.7 99.5 97.8 98.9 99.5 97.0 99.8 
 
 
(1) Fiore intero in boccio; (2) Fiore intero aperto; (3) Petali; (4) Stami; (5) Polline; (6) Pistillo; (7) Epicarpo verde del frutto immaturo; (8) Epicarpo giallo del frutto 
maturo; (9) Foglia giovane; (10) Foglia vecchia; (11) Olio essenziale dellepicarpo giallo del frutto maturo. 
 
a
 Percentuale calcolata per normalizzazione delle aree (FID); 
b
 Indici di ritenzione lineare (colonna HP-5); 
c







6.2.3 Hierarchical Cluster Analysis (HCA) e conclusioni 
La Hierarchical Cluster Analysis è un metodo in cui i campioni sono considerati 
come collocati in uno spazio n-dimensionale e le distanze tra i campioni sono 
calcolate unendo gli oggetti con una procedura agglomerante (Everitt 1980; Davis 
1986). Tale analisi (Fig. 6.3) ha confermato le precedenti osservazioni. In particolare, 
ha confermato che le emissioni del pericarpo erano molto simili nei frutti maturi e non 
maturi e che l'olio essenziale ottenuto dall'espressione di questa parte della pianta 
aveva una composizione paragonabile. Questo potrebbe indicare che i volatili emessi 
provenivano direttamente dalle strutture ghiandolari del pericarpo.  
Un'altra somiglianza è stata trovata tra stami/polline e petali. Forse il polline può 
contaminare i petali dei fiori maturi dopo deiscenza dell'antera. È interessante notare 
il modello piuttosto differente dell'emissione delle parti maschili e femminili che 
potrebbero dare unindicazione agli insetti impollinatori richiamati dal fiore. 
Un ulteriore differenza è stata confermata tra foglie giovani e foglie vecchie. Questo 
comportamento potrebbe essere collegato alla produzione di metaboliti di difesa 
utilizzati dalla foglia giovane più vulnerabile. Infatti il limonene e le aldeidi 
monoterpeniche (nerale e geraniale), note sostanze repellenti contro animali fitofagi, 
sono state rilevate in maggior concentrazione nelle foglie giovani (Li et al 2004; 
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